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Самое короткое и емкое определение термина «биотехнология» зву-
чит так: это любая технология, связанная с использованием живых систем. 
Но для того чтобы использовать эти «живые системы», нужно 
знать их особенности, закономерности функционирования, уметь их 
эксплуатировать, а также целенаправленно повышать эффективность 
их применения. Становится понятным, что без научных знаний эти 
задачи решить невозможно. Поэтому термин «биотехнология» с само-
го начала и по нынешний день охватывает два крупных направления 
человеческой деятельности и используется двояко: как в отношении к 
научным достижениям, так и в отношении к производству. Иначе го-
воря, под биотехнологией понимают: 
– науку, изучающую возможности использования организмов, 
биологических процессов и систем в производстве;  
– совокупность промышленных методов, использующих для про-
изводства живые организмы и биологические процессы. 
Таким образом, предметом дисциплины «Молекулярная биотех-
нология» будет служить лишь первая часть определения, т. е. речь 
пойдет о научных изысканиях и достижениях, позволяющих с наи-
большей эффективностью использовать биологические системы и 
процессы для получения целевых продуктов и решения других возни-
кающих перед человеком проблем. Иными словами, мы будем рассу-
ждать о биотехнологии как о науке.  
Чтобы проиллюстрировать направления развития современной 
биотехнологии, можно обратиться к структуре разделов периодиче-
ского реферативного журнала «Биотехнология», в котором в виде 
кратких резюме представлены все новейшие достижения этой науки. 
Можно видеть, что основные разделы (направления) касаются моле-
кулярной биотехнологии, в основе которой лежит перенос наслед-
ственной информации из одних организмов в другие – то, что иначе 
называют технологией рекомбинантных ДНК. В результате подобных 
манипуляций создаются новые продукты либо повышается эффектив-
ность получения уже известных, а также возникают организмы с не-
обычными, привлекательными свойствами. 
Достижения молекулярной биотехнологии используются в разных 
отраслях народного хозяйства: 
– для получения первичных и вторичных метаболитов (аминокис-
лот, белка, биополимеров, ферментов, витаминов и др.); 
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– в фармацевтической промышленности (разработка и синтез вак-
цин, гормонов, лекарственных препаратов нового поколения, в том 
числе антибиотиков, молекулярных диагностикумов заболеваний); 
– в медицине (новая фармацевтика и генная терапия); 
– в области энергетики (получение этанола, биогаза, метанола, 
водорода и др.); 
– в сельском хозяйстве (получение трансгенных растений и жи-
вотных, производство экологически безопасных средств защиты рас-
тений, регуляторов роста растений и животных и др.); 
– для защиты окружающей среды (биоремедиация, очистка сточ-
ных вод, переработка промышленных отходов, биодеградация ксено-
биотиков, восстановление плодородия почв); 
– в пищевой промышленности (использование новых заквасочных 
культур для производства новых продуктов, использование фермен-
тов, новых приправ и других ингредиентов); 
– для сохранения и изменения генофонда растений и живот-
ных (банки генов, генетическая и клеточная инженерия, криосо-
хранение); 
– в судебной практике (доказательство отцовства, идентификация 
улик, генотипирование); 
– в геологии (повышение отдачи пластов нефти, выщелачивание 
минералов из руд). 
Разделами молекулярной биотехнологии являются: 
1) генетическая инженерия – получение гибридных ДНК, вве-
дение их в клетки микроорганизмов, растений и животных; 
2) клеточная инженерия – выращивание клеток и тканей, слия-
ние соматических клеток или их протопластов; 
3) биологическая инженерия – изучение биологических особен-
ностей организмов и внедрение компьютерных методов контроля тех-
нологических режимов, позволяющих максимально реализовать по-
лезные свойства клеток. 
Можно видеть, что разделы биотехнологии, по сути, воспроизво-
дят стадии создания нового организма и технологии его использова-
ния: вначале необходимы манипуляции с ДНК (молекулярный уро-
вень), затем – манипуляции с клетками, потом – с целыми организма-
ми или популяциями клеток, а на последней стадии – технологические 
вопросы их эксплуатации и получение целевого продукта. В таком 
случае можно утверждать, что основу биотехнологии, ее базу состав-
ляет генетическая инженерия. Именно этому разделу в данном курсе 
будет уделено наибольшее внимание.  
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Биотехнология – стремительно развивающаяся отрасль человече-
ских знаний, которая по темпам развития превосходит большинство 
других. Можно привести несколько доказательств. Так, начало разви-
тия молекулярной биотехнологии датируется 70-ми гг. ХХ в., и к ны-
нешнему этапу (за неполных 40 лет) человечество уже не мыслит себя 
без достижений этой науки, которые затронули все главные сферы 
жизнедеятельности. С момента создания первого трансгенного расте-
ния (1983 г.) до его использования в сельском хозяйстве (1994 г.) 
прошло всего 11 лет, в то время как до появления на рынке телевизо-
ров (1936 г.) с момента их изобретения (1907 г.) прошло целых 29 лет! 
Подобная ситуация приводит к тому, что достижения молекуляр-
ной биотехнологии начинают использоваться человеком быстрее, чем 
происходит осознание их сути и роли, т. е. человеческая мораль не ус-
певает сформировать отношение общества и его индивидуумов к но-
вым реалиям (знание геномов пациентов, широкое использование 
трансгенных животных и растений, клонирование и криосохранение 
человека и др.). В результате в обществе рождается страх перед вне-
дрением в практику некоторых достижений биотехнологии, что пред-
определяет необходимость правового регулирования безопасности 
генноинженерных разработок и оценку риска последствий их широко-
го использования. Поэтому в данном курсе мы уделим определенное 
внимание вопросам биоэтики и биобезопасности. 
История развития биотехнологии. Если исходить из определе-
ния биотехнологии как любой технологии, связанной с использовани-
ем живых систем, становится понятным, что люди неосознанно экс-
плуатировали эту отрасль знаний и умений еще в древности, когда 
культивировали растения, выращивали скот и, уж тем более, когда 
пекли хлеб, сквашивали молоко, получали уксус, готовили вино и ва-
рили пиво, вымачивали лен и др.  
Показательно, что этот термин придумал в 1917 г. венгерский ин-
женер Карл Эреки для описания процесса крупномасштабного выра-
щивания свиней с использованием в качестве корма сахарной свеклы. 
По определению К. Эреки, биотехнология – это все виды работ, при 
которых из сырьевых материалов с помощью живых организмов про-
изводятся те или иные продукты. Несмотря на такое точное определе-
ние введенного в обиход термина, его смысл долгое время был искажен, 
и под биотехнологией понимали промышленную ферментацию, кото-
рую осуществляли с участием микроорганизмов. Объяснением того, что 
биотехнологию до 70-х гг. ХХ в. связывали с микробиологическими 
процессами, может служить то, что к середине ХХ в. микробиологиче-
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ская отрасль промышленности оказалась хорошо развитой: на микро-
биологических предприятиях в промышленных масштабах получали 
этанол, органические растворители, фармацевтические препараты, в 
том числе антибиотики (пенициллин начали получать в промышлен-
ном масштабе в 1943 г.), биоудобрения, средства защиты растений 
и др. В 60–70-е гг. целью научных исследований в данной области яв-
лялось повышение эффективности процессов обработки сырья, со-
вершенствование биореакторов и интенсификация происходящих в 
них процессов, а также разработка промышленных способов отделе-
ния продуктов от компонентов среды и их очистки. В результате был 
усовершенствован инструментальный контроль процессов фермента-
ции, значительно расширились возможности крупномасштабного 
культивирования микроорганизмов. 
Одновременно с этим интересы биотехнологии затрагивали вопро-
сы совершенствования продуцентов производимых продуктов. В каче-
стве продуцентов использовали различные микроорганизмы – дрожжи, 
мицелиальные грибы, бактерии. Подходами для селекции улучшенных 
штаммов-продуцентов поначалу служили мутагенез, тестирование ог-
ромного количества колоний и отбор перспективных вариантов. Эта 
стратегия отличалась необычайной трудоемкостью, высокой затратно-
стью и длительностью, а также существенными ограничениями биоло-
гического плана – она позволяла изменить лишь существующие в клет-
ке гены, но не давала возможности привнести новые.  
Ситуация в корне изменилась с разработкой технологии рекомби-
нантных ДНК. Предпосылками для этого послужили следующие со-
бытия: 
– в 1941 г. Дж. Бидл и Э. Тейтум расшифровали функции гена, 
выдвинув знаменитый постулат «Один ген – один фермент»; 
– в 1944 г. О. Эвери, К. Мак-Леод и М. Мак-Карти доказали роль 
ДНК в хранении и передаче наследственной информации; 
– в 1953 г. Дж. Уотсон и Ф. Крик расшифровали структуру ДНК; 
– в 1961–1966 гг. М. Ниренберг и Х. Корана расшифровали гене-
тический код; 
– в 1970 г. выделена первая рестрицирующая эндонуклеаза; 
– в 1972 г. Х. Корана синтезировал ген тРНК; 
– в 1973 г. американские ученые С. Коэн и Э. Чанг встроили в со-
став бактериальной плазмиды фрагмент ДНК лягушки и после транс-
формации такой ДНК клеток бактерий добились того, что они стали 
синтезировать лягушачьи белки, а также передавать потомкам «лягу-
шачью» ДНК.  
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Таким образом, был найден метод, позволяющий встраивать чу-
жеродные гены в геном определенного организма. Появилась возмож-
ность создавать, а не просто отбирать высокопродуктивные штаммы, 
использовать прокариотические и эукариотические клетки как «био-
логические фабрики» для производства продуктов. Первыми с помо-
щью бактериального синтеза промышленным путем были получены 
инсулин и интерферон. Эта дата считается началом развития молеку-
лярной биотехнологии. Дальнейшие успехи в области биотехнологии 
проследим в процессе изучения разделов этой науки, в результате че-
го у нас появится возможность значительно дополнить список важ-
нейших достижений биотехнологии и воссоздать целостную картину 
развития этой отрасли человеческого знания и мастерства. 
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1. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ 
И МЕХАНИЗМЫ НАСЛЕДСТВЕННОСТИ 
 
1.1. Организация генетического аппарата клетки 
 
Развитие представлений о ДНК как о веществе, в котором зашиф-
рована наследственная информация клетки, осуществлялось в истории 
биохимии на протяжении примерно 20 лет в ходе нескольких этапов. 
Причиной такого длительного спора между исследователями в отно-
шении одного из главных вопросов естествознания послужила, с од-
ной стороны, консервативность взглядов на структуру нуклеиновых 
кислот как на «просто организованные молекулы». При недостаточ-
ной их изученности полагалось, что ДНК и РНК представляют собой 
полимеры, в которых многократно повторяются тетрануклеотиды. 
С другой стороны, белковые молекулы стали исследоваться раньше 
других клеточных макромолекул, и к 1928 г. в изучении их организа-
ции удалось достичь определенного прогресса: было известно, что в 
их составе присутствует, как минимум, 20 аминокислот, которые че-
редуются в произвольном порядке, определяя огромное количество 
вариантов строения полипептидов.  
История становления постулата «ДНК – носитель наследственной 
информации» показательна с точки зрения изящества человеческой 
мысли, а также объясняет многие закономерности процессов наследо-
вания признаков организмами, поэтому заслуживает внимания. 
Становление постулата «ДНК – носитель генетической ин-
формации». Первым прямым доказательством генетической роли 
ДНК послужили эксперименты Фредерика Гриффита по трансфор-
мации пневмококков (1928 г.). Он работал с двумя типами штаммов 
Diplococcus pneumoniae – S-формами, образующими на агаризован-
ных средах гладкие, блестящие (от англ. smooth – гладкий) колонии, 
и R-формами, характеризующимися шероховатой (от англ. rough – 
шероховатый) поверхностью колоний. S-формы были высоковиру-
лентными для мышей и вызывали у них пневмонию. Однако убитые 
нагреванием до 65°С пневмококки S-формы не приводили к болезни 
и гибели мышей. R-формы были низковирулентными и редко вызы-
вали заболевание мышей. 
Ф. Гриффит обнаружил, что если мышей заразить смесью живых 
R-форм и убитых нагреванием (до 65ºС) S-форм, то животные заболе-
вают, а из их крови можно выделить жизнеспособные S-формы пнев-
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мококков, причем того же серотипа, что и убитые нагреванием  
S-формы. Это наблюдение позволило Ф. Гриффиту сделать вывод о 
явлении трансформации в организме мыши бактерий одного типа (R) 
в бактерии другого типа (S). Трансформирующим фактором в этом 
случае должно было выступать вещество, определяющее наслед-
ственные свойства и содержащееся в убитых нагреванием клетках. 
Поскольку при используемой температуре (60–65°С) белок подверга-
ется денатурации, Ф. Гриффит предположил, что трансформирующим 
фактором является не белок, а ДНК. 
Со времен экспериментов Ф. Гриффита данный метод переноса 
генетической информации называется трансформацией. Позже стало 
известно, что характер клеточной поверхности пневмококков опреде-
ляется двумя аллелями гена: аллель S контролирует способность клет-
ки формировать полисахаридную капсулу, придающую гладкую по-
верхность колониям и защищающую пневмококков от иммунной сис-
темы мыши; если в клетке присутствует аллель R, то капсула не 
образуется, и клетки легко распознаются и уничтожаются иммунной 
системой хозяина.  
В свое время результаты экспериментов и выводы Ф. Гриффита, 
выходящие за рамки традиционных представлений об этих процессах, 
не были приняты научной общественностью. Понадобилось воспро-
изведение похожих манипуляций in vitro, которое осуществили в 
1944 г. американские исследователи Освальд Эвери, Колин Мак-Леод 
и Маклин Мак-Карти. Эти ученые трансформировали растущую куль-
туру пневмококков R-типа выделенной из клеток S-штамма ДНК. 
Оказалось, что некоторые бактерии приобретали способность синте-
зировать полисахаридную капсулу и, соответственно, патогенность 
для мышей. При этом единственным фактором, способным сообщить 
R-клеткам данное свойство, была очищенная ДНК. Кроме того, в дан-
ных экспериментах было выявлено, что на трансформацию не оказы-
вают влияния протеолитические ферменты, и наоборот, обработка 
трансформирующего фактора нуклеазами приводит к предотвраще-
нию процесса трансформации. Наконец, из экспериментов следовало, 
что возникающие в результате трансформации бактерии S-типа об-
ладают способностью передавать приобретенное свойство (синтез 
капсульных полисахаридов) дочерним клеткам. Полученные амери-
канскими учеными доказательства роли ДНК в хранении и передаче 
наследственной информации носили фундаментальный характер и 
вошли в историю, однако и они не были оценены сразу по указанным 
выше причинам. Кроме того, изучение основ наследственности в 
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1944 г. только начиналось, и еще не было точно установлено, что бак-
терии обладают генами, во всех отношениях сходными с генами выс-
ших организмов. 
Решающим доказательством в пользу генетической роли ДНК ста-
ли эксперименты, осуществленные Альфредом Херши и Маргарет Чейз 
в 1952 г. Им удалось доказать, что носителем наследственной инфор-
мации у бактериофага Т2 является ДНК. Суть экспериментов сводилась 
к следующему. Одну культуру клеток кишечной палочки выращивали 
на среде, содержащей радиоактивные изотопы фосфора (32Р), а дру-
гую – в присутствии изотопов серы (35S), в результате чего эти изотопы 
включались в содержимое клеток. Затем каждую из меченых бактери-
альных культур использовали для получения лизата Т2. Получали раз-
ные лизаты меченных изотопами фагов: в одном из них содержались 
частицы Т2, у которых изотоп 35S включался в состав белка (капсида), а 
в другом – частицы Т2 с 32Р в составе ДНК. Радиоактивные метки по-
зволяли проследить пути белка и ДНК фага при его репродукции. 
Литический цикл начинается с прикрепления фаговой частицы к 
клеточной поверхности, и через определенное время фаговая ДНК 
инъецируется в клетку. Это подтверждалось результатами центрифу-
гирования суспензий на отмеченных стадиях: вначале вместе с бакте-
риями осаждались и фаги (35S и 32Р регистрировались в осадке). Одна-
ко через определенное время бoльшая часть меченного изотопом серы 
белка может быть отделена от клеток при встряхивании суспензии, 
при этом бoльшая часть меченной изотопом фосфора ДНК не отделя-
ется от бактерий и обнаруживается в осадке. Это дает основание 
предполагать, что ДНК оказывается уже внутри клеток.  
Удаление из культуры пустых фаговых оболочек («теней») не 
оказывает влияния на дальнейшие события: бактерии лизируются, и 
из них выходит фаговое потомство точно так же, как и в случае, если 
«тени» остаются на поверхности клеток. Оказалось, что удаление «те-
ней» сопровождается удалением не менее 80% 35S, а основная масса 
32Р остается в клетках и в дальнейшем (при репродукции фага) пере-
дается потомству. Таким образом, очевиден вывод, что именно ДНК, а 
не белок определяет процесс репродукции фага в клетках. 
Эксперимент А. Херши и М. Чейз привлек внимание к работам, 
выполненным на пневмококках несколькими годами ранее. Этому 
способствовало несколько причин: к 1952 г. исследование структуры 
нуклеиновых кислот достигло больших успехов и было опровергнуто 
представление об этих молекулах как о консервативных; данный экс-
перимент был осуществлен на бактериофаге, относительно характера 
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наследования признаков которого было хорошо известно, что он ана-
логичен таковому для высших организмов; наконец, для фага Т2 было 
продемонстрировано существование мутаций и так же, как у высших 
организмов, описана рекомбинация мутантных генов. 
Дополнительным доказательством генетической роли ДНК яви-
лось обнаружение инфекционных свойств у очищенного препарата 
ДНК вируса табачной мозаики. 
Типы нуклеиновых кислот и их функции. Из двух типов нук-
леиновых кислот – ДНК и РНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 
выполняет роль вещества, в котором закодирована вся основная на-
следственная информация клетки и которое способно к самовоспроиз-
ведению, а рибонуклеиновые кислоты выполняют роль посредников 
между ДНК и белком. Такие функции нуклеиновых кислот тесно свя-
заны с особенностями их индивидуальной структуры. 
ДНК и РНК – это полимерные макромолекулы, мономерами кото-
рых служат нуклеотиды. Каждый нуклеотид сформирован из трех 
частей – моносахарида, остатка фосфорной кислоты и азотистого ос-
нования. Азотистое основание соединено с сахаром β-N-гликозидной 
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Рис. 1.1. Структура нуклеозида и нуклеотида  
(цифрами обозначено положение атомов в остатке пентозы) 
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Сахар, входящий в состав нуклеотида (пентоза), может присут-
ствовать в одной из двух форм – β-D-рибозы и β-D-2-дезокси-
рибозы. Различие между ними состоит в том, что гидроксил рибозы 
при 2′-углеродном атоме пентозы замещен в дезоксирибозе на атом 
водорода. Нуклеотиды, содержащие рибозу, называются рибонук-
леотидами и являются мономерами РНК, а нуклеотиды, содержащие 
дезоксирибозу, носят название «дезоксирибонуклеотиды» и форми-
руют ДНК. 
Азотистые основания являются производными одного из двух со-
единений – пурина или пиримидина. В нуклеиновых кислотах преоб-
ладают два пуриновых основания – аденин (А) и гуанин (G) – и три 
пиримидиновых – цитозин (С), тимин (Т) и урацил (U). В рибонукле-
отидах и, соответственно, в РНК присутствуют основания А, G, С, U, 
а в дезоксирибонуклеотидах и в ДНК – А, G, С, Т.  
Номенклатура нуклеозидов и нуклеотидов широко используется в 
биохимии и молекулярной биологии и представлена в таблице. 
 
Номенклатура нуклеотидов и нуклеозидов 
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Окончание табл.  








динфосфат (dТМР, dTDP, dTTP) 
 
Длинные полинуклеотидные цепочки ДНК и РНК образуются при 
соединении нуклеотидов между собой с помощью фосфодиэфирных 
мостиков. Каждый фосфат соединяет гидроксил при 3′-углеродном 
атоме пентозы одного нуклеотида с ОН-группой при 5′-углеродном 
атоме пентозы соседнего нуклеотида (рис. 1.2). 
 
 
Рис. 1.2. Вторичная структура ДНК. Ферментативный гидролиз  
цепочки ДНК с обнажением 3′- и 5′-свободных концов молекулы 
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При кислотном гидролизе нуклеиновых кислот образуются от-
дельные компоненты нуклеотидов, а при ферментативном гидролизе с 
помощью нуклеаз расщепляются определенные связи в составе фос-
фодиэфирного мостика и при этом обнажаются 3′- и 5′-концы моле-
кулы (рис. 1.2). 
Это дает основание считать цепочку нуклеиновой кислоты поляр-
ной, и появляется возможность определять направление чтения по-
следовательности нуклеотидов в ней. Следует отметить, что большин-
ство ферментов, участвующих в синтезе и гидролизе нуклеиновых ки-
слот, работают в направлении от 5′- к 3′-концу (5′ → 3′) цепочки 
нуклеиновой кислоты. Согласно соглашению между исследователями, 
последовательность нуклеотидов в цепочках нуклеиновых кислот тоже 
читается в направлении 5′ → 3′ (рис. 1.2). 
Особенности строения ДНК. Согласно трехмерной модели, 
предложенной Дж. Уотсоном и Ф. Криком в 1953 г., молекула ДНК 
состоит из двух полинуклеотидных цепей, которые образуют правую 
спираль относительно одной и той же оси. Направление цепей в мо-
лекуле взаимно противоположное, она имеет почти постоянный 
диаметр и другие параметры, которые не зависят от нуклеотидного 
состава, в отличие от белков, у которых последовательность амино-
кислотных остатков определяет вторичную и третичную структуру 
молекулы. 
Сахарофосфатный остов располагается по периферии спирали, а 
азотистые основания находятся внутри, и их плоскости перпендику-
лярны оси спирали. Между основаниями, расположенными друг на-
против друга в противоположных цепях, формируются специфиче-
ские водородные связи: аденин всегда связывается с тимином, а гуа-
нин – с цитозином. Причем в АТ-паре основания соединены двумя 
водородными связями: одна из них образуется между амино- и кето-
группами, а другая – между двумя атомами азота пурина и пиримиди-
на соответственно. В GС-паре имеется три водородные связи: две из 
них образуются между амино- и кетогруппами соответствующих ос-
нований, а третья – между атомом азота пиримидина и водородом 
(заместителем у атома азота) пурина. 
Таким образом, более объемные пурины всегда спариваются с 
пиримидинами, имеющими меньшие размеры. Это приводит к тому, 
что расстояния между С1′-атомами дезоксирибозы в двух цепях ока-
зываются одинаковыми для АТ- и GС-пар и равными 1,085 нм. Два 
указанных типа пар нуклеотидов, АТ и GС, называют комплемен-
тарными парами. Образование пар между двумя пуринами, двумя 
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пиримидинами или некомплементарными основаниями (А + С или 
G + Т) стерически затруднено, поскольку при этом не могут образо-
вываться подходящие водородные связи и, следовательно, нарушается 
геометрия спирали. 
Геометрия двойной спирали такова, что соседние нуклеотиды в 
цепи находятся друг от друга на расстоянии 0,34 нм. На один виток 
спирали приходится 10 пар нуклеотидов, и шаг спирали равен 3,4 нм 
(10 ⋅ 0,34 нм). Диаметр двойной спирали равен примерно 2,0 нм. В свя-
зи с тем что сахарофосфатный остов расположен дальше от оси спи-
рали, чем азотистые основания, в двойной спирали имеются желоб-
ки – большой и малый (рис. 1.3). 
 
 
Рис. 1.3. Схематическое изображение В-формы двойной спирали ДНК  
(видны большой и малый желобки; указаны расстояние  
между ближайшими парами оснований и шаг спирали) [4] 
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Молекула ДНК способна принимать различные конформации. 
Обнаружены А-, В- и Z-формы. В-ДНК – это обычная форма, в ко-
торой ДНК находится в клетке. В этой форме плоскости колец ос-
нований перпендикулярны оси двойной спирали. В А-форме ДНК 
плоскости пар оснований повернуты примерно на 20° от нормали к 
оси правой двойной спирали. Z-форма ДНК – это левая спираль с 
12 парами нуклеотидов на виток. Биологические функции А- и Z-форм 
ДНК до конца не выяснены. Стабильность двойной спирали обу-
словлена водородными связями между комплементарными нуклео-
тидами в антипараллельных цепях, стэкинг-взаимодействием (меж-
плоскостные вандерваальсовы контакты между атомами и пере-
крывание π-орбиталей атомов контактирующих оснований), а также 
гидрофобными взаимодействиями. Последние выражаются в том, 
что неполярные азотистые основания обращены внутрь спирали и 
защищены от непосредственного контакта с полярным растворите-
лем, и наоборот, заряженные сахарофосфатные группы обращены 
наружу и контактируют с растворителем. 
Поскольку две цепи ДНК связаны между собой только некова-
лентными связями, молекула ДНК легко распадается на отдельные 
цепочки при нагревании или в щелочных растворах (денату-
рация). Однако при медленном охлаждении (отжиг) цепи способ-
ны вновь ассоциировать, и между комплементарными основаниями 
восстанавливаются водородные связи (ренатурация). Эти свойст-
ва ДНК имеют большое значение для методологии генетической 
инженерии. 
Размер молекул ДНК выражают в числе пар нуклеотидов (п. н.), 
при этом за единицу принимается тысяча пар нуклеотидов (т. п. н.), 
или 1 килобаза (кб). Молекулярная масса 1 т. п. н. В-формы ДНК со-
ставляет около 6,6 ⋅ 105 Да, а ее длина равна 340 нм. Полный геном 
Е. coli (≈4 ⋅ 103 т. п. н.) представлен одной кольцевой молекулой ДНК 
(нуклеоид) и имеет длину 1,4 мм. 
Особенности строения и функции РНК. Молекулы РНК пред-
ставляют собой полинуклеотиды, состоящие из одной цепи, вклю-
чающей 70–10 000 нуклеотидов (иногда и больше), представленные 
следующими типами: мРНК (матричная, или информационная), тРНК 
(транспортная), рРНК (рибосомная) и только в клетках эукариот – 
гяРНК (гетерогенная ядерная), а также мяРНК (малая ядерная). Пере-
численные виды РНК выполняют специфические функции, кроме то-
го, в некоторых вирусных частицах РНК является носителем генети-
ческой информации. 
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Матричная РНК является транскриптом определенного фрагмента 
смысловой цепи ДНК и синтезируется в ходе транскрипции. Ин-
формационная РНК – это программа (матрица), по которой строится 
полипептидная молекула. Каждые три последовательно расположен-
ных нуклеотида в мРНК выполняют функцию кодона, определяя по-
ложение соответствующей аминокислоты в пептиде. Таким образом, 
мРНК служит посредником между ДНК и белком. 




Рис. 1.4. Структура тРНК [4] 
 
Функция тРНК состоит в доставке аминокислот к месту синтеза и 
определении положения аминокислоты в пептиде. Для этого в ее со-
ставе имеется специфический триплет нуклеотидов, носящий назва-
ние «антикодон», и вся молекула характеризуется уникальным 
строением. Структурное представление о молекуле тРНК носит на-
звание «клеверный лист». 
Молекула тРНК короткая и состоит из 74–90 нуклеотидов. Как и лю-
бая цепь нуклеиновой кислоты, она имеет два конца – фосфорилирован-
ный 5′-конец и 3′-конец, на котором всегда присутствуют 3 нуклеотида 
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(ССА) и концевая 3′-ОН-группа. К 3′-концу тРНК прикрепляется ами-
нокислота, и он называется акцепторным. В составе тРНК обнаружено 
несколько необычным образом модифицированных нуклеотидов, не 
встречающихся в других нуклеиновых кислотах. 
Несмотря на то что молекула тРНК одноцепочечная, в ней при-
сутствуют отдельные дуплексные участки, формирующие так назы-
ваемые стебли, или ветви, где между асимметричными участками це-
пи образуются Уотсон-Криковские пары (рис. 1.4). Все известные 
тРНК формируют «клеверный лист» с четырьмя стеблями (акцептор-
ным, D, антикодоновым и Т). Стебли имеют форму правой двойной 
спирали, известной как А-форма ДНК. Петли тРНК представляют со-
бой одноцепочечные участки. Некоторые тРНК имеют дополнитель-
ные петли и/или стебли (например, вариабельная петля дрожжевой 
фенилаланиновой тРНК). 
Узнавание молекулой тРНК соответствующего сайта в мРНК 
осуществляется с помощью антикодона, расположенного в антикодо-
новой петле (рис. 1.4). При этом водородные связи между основания-
ми кодона и антикодона образуются при условии, что формирующие 
их последовательности комплементарны, а полинуклеотидные цепи 
антипараллельны (рис. 1.5). 
 
 
Рис. 1.5. Взаимодействие кодона  
мРНК с антикодоном тРНК  
(точками обозначены водородные связи  
между комплементарными нуклеотидами) 
 
Молекулы разных тРНК отличаются друг от друга последова-
тельностью нуклеотидов, однако их третичная структура сходна. 
Молекула имеет такой характер укладки, что напоминает по форме 
букву Г. Акцепторный и Т-стебли уложены в пространстве особым 
образом и образуют одну непрерывную спираль – «перекладину» 
буквы Г; антикодоновый и D-стебли образуют «ножку». Правильная 
укладка молекул тРНК в пространстве имеет большое значение для 
их функционирования. 
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В количественном отношении в клетке преобладает рибосомная 
РНК, однако ее разнообразие по сравнению с другими типами РНК 
наименьшее: на долю рРНК приходится до 80% массы клеточных 
РНК, и она представлена 3–4 видами. В то же время масса почти 
100 видов тРНК составляет около 15%, а доля нескольких тысяч раз-
личных мРНК – менее 5% массы клеточной РНК.  
В клетках E. coli обнаружено три типа рРНК – 5 S, 16 S и 23 S, а в 
эукариотических клетках функционируют 18 S-, 5,8 S-, 28 S- и 5 S-рРНК. 
Эти виды рРНК входят в состав рибосом и составляют примерно 65% 
их массы. В составе рибосом рРНК плотно упакованы, способны 
складываться с образованием стеблей со спаренными основаниями, 
подобными таковым в тРНК. Считается, что рРНК принимают уча-
стие в связывании рибосомы с тРНК. Показано, в частности, что  
5 S-рРНК взаимодействует с Т-плечом тРНК. 
Кроме перечисленных типов РНК, у эукариот в ядрах обнаруже-
ны гетерогенные ядерные РНК и малые ядерные РНК. На долю гяРНК 
приходится менее 2% от общего количества клеточной РНК. Эти мо-
лекулы способны к быстрым превращениям – для большинства из них 
время полужизни не превышает 10 мин. Одной из немногих выявлен-
ных функций гяРНК является ее роль в качестве предшественника 
мРНК. Малые ядерные РНК ассоциированы с рядом белков и форми-
руют так называемые малые ядерные рибонуклеопротеидные час-
тицы (мяРНП), осуществляющие сплайсинг РНК. 
Структура и функции гена. Организация генов в хромосомах. 
Термин «ген» ввел датский ученый В. Иоганнсен в 1909 г., когда еще 
не была известна его материальная природа. Пониманию структуры и 
функций гена способствовали результаты экспериментов американ-
ских исследователей Дж. Бидла и Э. Тейтума, которые изучали био-
химическую роль различных генов у гриба Neurosporacrassa. Было 
установлено однозначное соответствие между появлением генетиче-
ской мутации, индуцированной рентгеновским излучением, и исчез-
новением определенного фермента, необходимого для данной биохи-
мической стадии метаболизма. Исходя из этого, Дж. Бидл и Э. Тейтум 
сформулировали гипотезу «Один ген – один фермент», которая озна-
чала, что каждый ген направляет синтез одного фермента. В настоя-
щее время эта гипотеза претерпела лишь одно изменение, связанное с 
тем, что структура некоторых белков, включающих более чем одну 
полипептидную цепь, кодируется несколькими генами. При этом по-
следовательность аминокислот в каждой полипептидной цепи коди-
руется отдельным геном, цепи синтезируются отдельно и лишь затем 
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соединяются в готовый продукт. Чаще гены, контролирующие синтез 
двух или нескольких полипептидных цепей, располагаются рядом на 
хромосоме, но не всегда. Так, например, гены, определяющие струк-
туру α- и β-цепей гемоглобина, не сцеплены между собой. Таким об-
разом, современная трактовка постулата Дж. Бидла и Э. Тейтума зву-
чит: «Один ген – одна полипептидная цепь». Это открытие позволило 
вплотную подойти к расшифровке механизмов реализации генетиче-
ской информации. 
В настоящее время ген понимают как структурную единицу на-
следственной информации, далее неделимую в функциональном от-
ношении. Ген – это участок молекулы ДНК (реже РНК – только у не-
которых вирусов), кодирующий структуру одной макромолекулы – 
полипептида, тРНК или рРНК. В структуре генов прокариот, эукариот 
и вирусов, а также в организации этих генов в хромосомах много об-
щего, однако есть и существенные различия. 
Нуклеоид прокариот содержит примерно 2000–3000 не перекры-
вающихся генов. Среди них выделяют независимые гены и гены, ор-
ганизованные в группы. Независимые гены называются так потому, 
что мРНК, считанная с такого гена, всегда моноцистронная (под 
цистроном понимают последовательность нуклеотидов, кодирую-
щую единую полипептидную цепь или стабильную РНК). В свою 
очередь, независимые гены у прокариот могут содержать регулятор-
ные области (рис. 1.6, а), и в таком случае их транскрипция под-
вержена регуляции. Если независимые гены не содержат регулятор-
ных областей, они носят название конститутивных генов, посколь-
ку их транскрипция осуществляется непрерывно (конститутивно), 
независимо от ситуации в клетке. Конститутивные гены кодируют 
структуру конститутивных белков. 
Однако в большинстве случаев единицы транскрипции прокариот 
являются полицистронными и содержат последовательности, коди-
рующие не один, а несколько типов белков или РНК (рис. 1.6, б и в). 
Как правило, транскрипция кодирующих последовательностей в по-
лицистронной единице осуществляется согласованно, с участием об-
щих 5′- и 3′-регуляторных элементов. При этом последовательности, 
кодирующие один или несколько полипептидов, транскрибируются с 
образованием зрелой мРНК, которая не претерпевает событий моди-
фикации перед трансляцией. Наоборот, последовательности, коди-
рующие разные типы РНК, специфически расщепляются в ходе пост-









Рис. 1.6. Особенности строения прокариотических генов: 
а – гена, кодирующего один белок; б – генов, кодирующих белки 
и организованных в оперон; в – единиц транскрипции, 
кодирующих рРНК и тРНК 
 
Таким образом, современное представление о прокариотическом 
гене распространяется на следующие элементы:  
1) единицы транскрипции, включающие последовательности, ко-
дирующие зрелую РНК, либо полипептид, 5′-лидерную и 3′-трей-
лерную последовательности, а также спейсерную ДНК;  
2) 5′-последовательности, необходимые для начала правильной 
транскрипции (промотор), и 3′-последовательности, нужные для пра-
вильного окончания транскрипции (терминатор);  
3) последовательности, регулирующие частоту инициации транс-
крипции. 
На рис. 1.6 показаны все перечисленные элементы, входящие в 
состав разных прокариотических генов. Единица транскрипции пред-
22 
ставляет собой участок ДНК между сайтами, в которых начинается и 
заканчивается транскрипция. Для белок-кодирующих генов характер-
но наличие в составе транскрипционной единицы определенного ко-
личества нуклеотидов, которые предшествуют белок-кодирующей по-
следовательности (5′-лидер) или следуют за ней (3′-трейлер). Эти эле-
менты присутствуют в зрелых мРНК, известно участие 5′-лидерной 
последовательности в процессе регуляции транскрипции.  
Спейсерная ДНК представляет собой промежуточные последова-
тельности, разделяющие кодирующие области, и удаляется в ходе 
процессинга первичных транскриптов. Последовательности, необхо-
димые для правильного начала транскрипции, представляют собой, 
прежде всего, промотор, с которым связывается РНК-полимераза, и 
участки, влияющие на скорость инициации транскрипции (оператор, 
активатор). Нуклеотидные последовательности, ответственные за тер-
минацию транскрипции, располагаются на 3′-конце гена. 
В нуклеоиде гены почти непрерывно следуют один за другим по 
всей длине ДНК, а иногда (в очень редких случаях) даже перекрыва-
ются. Значительная часть прокариотических генов объединена в груп-
пы по функциональному признаку. Например, гены путей биосинтеза 
аминокислот, путей катаболизма углеводов у прокариот часто объе-
диняются в опероны. В этом случае их экспрессия осуществляется со-
гласованно. 
Число генов в геномах эукариот обычно на порядок больше, чем 
у прокариот. Например, в геноме человека по разным оценкам насчи-
тывается 20 000–25 000 генов. Организация в эукариотических хромо-
сомах и сама структура генов характеризуются некоторыми отличи-
тельными особенностями. Во-первых, у эукариот в процессе транс-
крипции принимает участие не один тип РНК-полимеразы, как это 
имеет место в прокариотических клетках, а несколько разных фермен-
тов. Поэтому сами единицы транскрипции и их регуляторные после-
довательности отличаются большей сложностью и разнообразием 
структурных элементов. Во-вторых, в составе эукариотических генов 
изобилуют мозаичные единицы транскрипции, в которых чередуются 
кодирующие (экзоны) и некодирующие (интроны) последовательно-
сти. Интроны чаще всего встречаются в генах, кодирующих полипеп-
тиды и тРНК, и реже в рРНК-генах. Размеры, число и местоположение 
интронов у разных генов различны. В целом общая длина последова-
тельностей интронов превышает суммарную длину экзонов в 2–10 раз 
и больше. Интроны вырезаются из состава мРНК в процессе сплай-
синга. Третья особенность эукариотических генов состоит в том, что 
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все белок-кодирующие мРНК у них моноцистронные, не сгруппиро-
ванные в опероны. Гены 5 S-рРНК располагаются в хромосомах эукари-
от тандемно (следуя один за другим в количестве нескольких копий), 
но каждый ген транскрибируется со своего собственного промотора с 
образованием РНК, имеющей только одну последовательность 5 S-рРНК 
на молекулу. Напротив, остальные типы рРНК образуют кластеры 
(группы тесно расположенных генов с общим промотором) и транскриби-
руются в виде полицистронной молекулы РНК, из которой в ходе пост-
транскрипционного процессинга образуются зрелые молекулы 18 S-, 
5,8 S- и 28 S-рРНК. Количество генов в геномах разных эукариот силь-
но отличается, приближаясь к 105. 
Количество генов в вирусных геномах самое маленькое – обычно 
до 10. Их особенностью является способность к перекрыванию в ре-
зультате использования нескольких рамок считывания генетического 
кода. При таком способе записи наследственной информации увеличи-
вается емкость генетического материала, что необходимо вирусам из-за 
ограниченных размеров капсидов, в которые может поместиться строго 
определенное количество нуклеиновых кислот. 
Генетический код. Первые представления о том, каким образом в 
генах закодирована наследственная информация, изложил Ф. Крик в 
своей гипотезе «последовательности», согласно которой последова-
тельность аминокислот в полипептидной цепи определяется последо-
вательностью элементов в гене. Экспериментальное подтверждение 
данная гипотеза получила уже после расшифровки генетического кода 
в опытах Чарльза Яновского, который в 1964 г. показал совпадение 
относительного положения индуцированных мутаций в гене trpA 
E. coli и аминокислотных замен в кодируемом этим геном ферменте – 
триптофан-синтетазе. Таким образом, была доказана коллинеарность 
структуры гена и кодируемого им полипептида. 
Тем не менее молекулярные основы этой коллинеарности были 
вовсе не очевидны, поскольку все разнообразие аминокислот в поли-
пептидах описывается значением 20, а разнообразие нуклеотидов в 
ДНК – значением 4. Таким образом, один нуклеотид никак не может 
кодировать одну аминокислоту в пептиде. 
Эксперименты Ф. Крика и его соавторов по исследованию мута-
ций у бактериофага Т4 кишечной палочки позволили прийти к заклю-
чению, что каждая аминокислота кодируется тремя нуклеотидами, 
т. е. генетический код триплетный. Этот вывод следовал из наблюде-
ния, что мутации, сопровождающиеся вставками или выпадениями 
(делециями) одного либо двух нуклеотидов из генома Т4, приводили к 
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образованию аномальных белков с нарушенной функцией. Наоборот, 
вставки или делеции трех нуклеотидов часто сопровождались незна-
чительными изменениями в составе белков, в результате чего послед-
ние сохраняли активность. Ф. Крик и С. Бреннер заключили, что гене-
тический код считывается дискретными единицами по три нуклеоти-
да. В таком случае вставка (делеция) триплета нуклеотидов должна 
приводить к добавлению (изъятию) всего одной аминокислоты из со-
става соответствующего полипептида. В ситуации, когда вставка 
(делеция) нуклеотидов совершается в количестве, не кратном трем, 
должен происходить сдвиг рамки считывания и последовательность 
аминокислот в белке должна полностью меняться. 
Таким образом, генетический код триплетный, т. е. положение ка-
ждой аминокислоты в полипептиде задается последовательностью из 
трех нуклеотидов, которая носит название «кодон». Поскольку число 
разных нуклеотидов в ДНК равно четырем, то количество возмож-
ных вариантов триплетов нуклеотидов будет описываться числом: 
4 ⋅ 4 ⋅ 4 = 64. При этом 61 из 64 триплетов кодирует аминокислоты, 
причем каждый триплет – только одну аминокислоту, а 3 оставшихся 
кодона служат сигналами окончания (терминации) трансляции 
(рис. 1.7). Эти кодоны называют стоп (stop)-кодонами, или нонсенс-
кодонами, поскольку они не определяют никакой аминокислоты. По-
мимо этого, два кодирующих триплета (чаще ATG – для Met, иногда 
GTG – для Val) выполняют двойную функцию: кодируют аминокис-
лоты метионин или валин и служат стартовыми кодонами, на кото-
рых начинается процесс трансляции (рис. 1.7). 
 
Ala – GCA, GCG, GCT, GCC;  
Arg – AGA, AGG, CGA, CGG, CGT, CGC; 
Gly – GGA, GGG, GGT, GGC; 
Ileu – ATA, ATT, ATC; 
Leu – TTA, TTG, CTA, CTG, CTT, CTC; 
Pro – CCA, CCG, CCT, CCC; 
Ser – AGT, AGC, TCA, TCG, TCT, TCC; 
Thr – ACA, ACG, ACT, ACC;  
Val – GTA, GTG, GTT, GTC;  
Trp – TGG; 
stop – TAA, TAG, TGA; 
Asp – GAT, GAC; 
Asn – AAT, AAC; 
Cys – TGT, TGC; 
Glu – GAA, GAG; 
Gln – CAA, CAG; 
His – CAT, CAC; 
Lys – AAA, AAG; 
Met – ATG; 
Phe – TTT, TTC; 
Tyr – TAT, TAC 
Рис. 1.7. Структура генетического кода 
(подчеркнуты кодоны, выполняющие функции стартовых при трансляции 
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Особенностью генетического кода является то, что в нем отсут-
ствуют запятые, т. е. нет знаков, отделяющих один кодон от другого. 
При этом генетический код не перекрывается в пределах одной рамки 
считывания, а рамка считывания задается первым «читаемым» нук-
леотидом (рис. 1.8).  
 
 
Рис. 1.8. Рамки считывания генетического кода  
(цифрой «1» обозначены первые нуклеотиды, задающие 
каждую из трех возможных рамок считывания) 
 
Максимальное количество рамок считывания в гене – 3, столько 
же, сколько и «букв» в коде. Для большинства клеточных организмов 
характерна реализация лишь одной рамки считывания, в то время как 
у некоторых вирусов их может быть две или даже три. 
Направление чтения закодированной записи – от 5′-конца к  
3′-концу мРНК, являющейся транскриптом «+»-цепи ДНК, считанным 
с нее в направлении 5′ → 3′. Первый с 5′-конца кодон отвечает  
N-концевой аминокислоте полипептидной цепи. Следовательно, белки 
синтезируются от N-конца к С-концу (рис. 1.8). 
Еще одним свойством генетического кода является его вырож-
денность. Это означает, что одна аминокислота может кодироваться 
более чем одним триплетом нуклеотидов. С другой стороны, код не 
является двусмысленным: каждый кодон кодирует только одну ами-
нокислоту. Такая закономерность выражается в том, что если известна 
последовательность нуклеотидов в ДНК, то с ее помощью легко уз-
нать последовательность аминокислот в белке; наоборот, известную 
последовательность аминокислот нельзя однозначно перевести в нук-
леотидную последовательность ДНК. Вырожденность генетического 
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кода, как правило, приводит к тому, что у кодонов, определяющих од-
ну и ту же аминокислоту, реально распознаются только первые два 
нуклеотида, а третий может не иметь значения. 
Полипептид строится от N-конца (свободная аминогруппа) к  
С-концу (свободная карбоксильная группа). Сдвиг рамки считывания 
приводит к изменению последовательности аминокислот в пептидной 
молекуле. Для объяснения этого феномена Ф. Крик предложил гипо-
тезу «качания» (от англ. wobble), которая впоследствии подтвердилась 
и в настоящее время называется правилом неоднозначного соответ-
ствия. Согласно этому правилу, соответствие третьего нуклеотида в 
кодоне мРНК первому нуклеотиду в антикодоне тРНК является не-
строгим, поскольку часто первое положение в антикодоне тРНК зани-
мает минорный нуклеотид, содержащий в качестве азотистого осно-
вания инозин. Инозин может образовывать водородные связи с ураци-
лом, цитозином или аденином, находящимися в кодоне в третьем 
положении. Существование такого механизма позволяет клетке иметь 
меньше 61 разной тРНК, поскольку многие тРНК способны узнавать 
до 3 кодонов. 
Генетический код универсален. Это свойство кода состоит в том, 
что любая молекула мРНК при трансляции в клетке любого организма 
приведет к синтезу полипептида с одинаковой последовательностью 
аминокислот. Данное правило, однако, имеет исключения, которые 
касаются генетического кода ДНК митохондрий. Большей частью и 
здесь используется основной «генетический словарь», но, например, в 
митохондриях млекопитающих кодон UGA в мРНК «читается» как 
триптофан, и в пептид в соответствующее положение включается 
триптофан, в то время как в ядерной мРНК данный кодон служит 
стоп-кодоном (рис. 1.7) и на нем заканчивается процесс трансляции. 
Наоборот, в митохондриях млекопитающих триплеты нуклеотидов 
AGA и AGG прочитываются как сигналы терминации, а в ядре они 
кодируют аминокислоту аргинин. В митохондриях других организмов 
могут встречаться иные отклонения от универсального для ядерной 
ДНК генетического кода. 
Структура триплетов нуклеотидов коррелирует с химическими 
свойствами кодируемых ими аминокислот. Так, все кодоны с ури-
дилатом во втором положении кодируют аминокислоты с гидро-
фобной боковой цепью (фенилаланин, лейцин, изолейцин, валин, 
метионин). Если исключить терминирующие кодоны, то наличие 
аденилата во втором положении определяет полярную, или заря-
женную боковую цепь (тирозин, гистидин, глютамин, аспарагин, 
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лизин, глютаминовая и аспарагиновая кислоты). К тому же кодоны 
для большинства гидрофобных аминокислот различаются только 
одним нуклеотидом (рис. 1.7). Аналогичная ситуация наблюдается и 
для кодонов серина и треонина (их боковые группы содержат гид-
роксил) или аланина и глицина (имеют наименее сложно устроен-
ные боковые группы). Таким образом, генетический код устроен 
так, что при замене нуклеотидов даже в первой или второй позиции 
некоторых кодонов в полипептид включается структурно род-
ственная аминокислота, тем самым сводятся к минимуму наруше-
ния во вторичной структуре белка. 
Расшифровка генетического кода осуществлена М. Ниренбергом 
и Х. Кораной в начале 60-х гг. прошлого столетия. В ходе первых экс-
периментов в бесклеточную систему для синтеза белка, содержащую 
все необходимые компоненты, в качестве мРНК вносили искусствен-
но синтезированные гомополинуклеотиды (полиуридилат, полицити-
дилат и др.). Синтезированные в таких условиях полипептиды подвер-
гали аминокислотному анализу. В результате было установлено, что 
на мРНК, представляющей собой poly(U) (т. е. UUUUUU…), синтези-
руется полифенилаланин, на poly(С) – полипролин и т. д. Таким обра-
зом, можно было заключить, что триплет нуклеотидов UUU кодирует 
аминокислоту фенилаланин, а триплет ССС – пролин. Окончательную 
расшифровку всех 64 кодонов удалось осуществить с использованием 
в бесклеточных системах трансляции синтетических полирибонуклео-
тидов с известными повторяющимися последовательностями. Эти ре-
гулярные сополимеры удалось получить благодаря комбинированию 
методов органического и ферментативного синтеза. 
 
1.2. Репликация нуклеиновых кислот 
 
Основной функцией ДНК является ее способность к самоудвое-
нию (репликации). Репликация – очень точный механизм, практиче-
ски не допускающий ошибок. В самой ДНК (у некоторых вирусов – в 
РНК) закодирована информация о структуре ферментов, осуществ-
ляющих удвоение нуклеиновых кислот, синтез новых нуклеотидов – 
строительной базы репликации, исправление ошибок репликации, а 
также репарацию повреждений ДНК, вызванных разными факторами. 
Наконец, сама структура ДНК, а именно наличие двух цепей в ее со-
ставе, является условием, облегчающим процесс копирования, по-
скольку в таком случае каждая из цепочек может выполнять роль 
матрицы при синтезе новых молекул ДНК. Подобное предположение 
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высказали Джеймс Уотсон и Фрэнсис Крик еще в 1953 г., и оно полу-
чило экспериментальное подтверждение. Такой механизм копирования 
ДНК, когда каждая из цепей выполняет функцию шаблона, а вновь 
синтезированные молекулы являются гибридными (состоят из одной 
старой и одной новой цепей), называется полуконсервативным. 
Кроме полуконсервативной, были предложены еще две модели 
репликации – консервативная и дисперсивная. Особенности этих 
моделей репликации ДНК состоят в следующем. Согласно диспер-
сивной модели, родительская спираль ДНК при удвоении разрывается 
на каждом полуобороте путем множественной фрагментации, а синтез 
новых цепей происходит на фрагментах (рис. 1.9). По консервативной 
модели раскручивания спирали ДНК не происходит вовсе, и она 
служит матрицей для двух новых цепей, в результате чего роди-
тельская спираль целиком состоит из старого, а дочерняя – из нового 
материала. Доказательство реальности полуконсервативного меха-
низма репликации ДНК предоставили М. Месельсон и Ф. Сталь в 




Рис. 1.9. Предполагаемые модели репликации дуплексной ДНК 
(сплошными линиями изображены исходные («тяжелые», содержащие 15N)  
цепи ДНК, а прерывистыми линиями показаны полученные  
в результате репликации новые («легкие», содержащие 14N) цепочки ДНК) 
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Суть этих экспериментов состояла в следующем. ДНК клеток 
E. coli метили радиоактивным изотопом 15N, а затем давали осуще-
ствиться одному раунду репликации ДНК, выращивая клетки в тече-
ние примерно 50 мин на питательной среде, содержащей нормальный 
изотоп азота – 14N. Выделенную из клеток ДНК подвергали ультра-
центрифугированию в градиенте плотности хлористого цезия. При 
таком центрифугировании молекулы CsCl создают в пробирке гради-
ент плотности, и молекулы других веществ распределяются в этом 
градиенте в соответствии со своей плотностью. ДНК клеток E. coli, 
выращенных на среде, содержащей 15N, имеет плотность 1,724 г/см3, 
тогда как ДНК клеток, выращенных на обычной среде с изотопом 14N, 
характеризуется плотностью 1,710 г/см3. Таким образом, смесь этих 
двух типов ДНК легко разделяется по плотности при центрифугиро-
вании. Локализацию ДНК в пробирке с градиентом CsCl можно опре-
делить по поглощению ультрафиолетовых лучей (ДНК поглощает из-
лучение с длиной волны 260 нм). Таким образом, ДНК в пробирке вы-
является в виде «полос»: «легкая» – у верхнего края пробирки, 
«тяжелая» – ближе ко дну. В данном эксперименте в пробирке с гра-
диентом хлористого цезия образовалась всего одна, средняя по «тяже-
сти» полоса, положение которой соответствовало гибридной ДНК, 
включающей оба изотопа азота – 15N и 14N. Это обстоятельство ис-
ключало возможность реализации только одной модели репликации 
ДНК – консервативной. Для выбора между оставшимися двумя моде-
лями репликации М. Месельсон и Ф. Сталь позволили бактериям, 
ДНК которых содержала оба изотопа, совершить еще одно деление на 
среде с 14N. Затем их ДНК снова подвергли ультрацентрифугирова-
нию. На этот раз в пробирке сформировались две полосы ДНК – «лег-
кая» и «средняя по тяжести», что подтверждает справедливость полу-
консервативного механизма репликации ДНК. 
Итак, все изученные к настоящему времени способы репликации 
нуклеиновых кислот сводятся к полуконсервативному механизму, со-
гласно которому после каждого раунда репликации одна нить в каж-
дой из двух дочерних молекул является родительской, т. е. консерва-
тивной, а другая – синтезированной заново. 
Репликация одно- и двухцепочечных нуклеиновых кислот, пред-
ставляющих геномы разных организмов, осуществляется с соблюдением 
определенных закономерностей при реализации разных механизмов, 
рассмотренных ниже. Общим для всех этих процессов является:  
1) участие сложного комплекса ферментов, которые осуществля-
ют репликацию;  
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2) наличие трех основных стадий процесса – инициации, элонга-
ции и терминации;  
3) соблюдение принципа комплементарности при построении но-
вых цепей, при котором шаблоном (матрицей) служит родительская 
цепочка; 
4) высокая точность процесса;  
5) возможность исправления ошибок репликации в ходе коррек-
торской правки. 
Репликация двухцепочечных ДНК. Двухцепочечные ДНК фор-
мируют геномы всех клеточных организмов – и прокариот, и эукариот. 
Наилучшим образом механизм репликации ДНК изучен по отно-
шению к прокариотическим клеткам, в частности бактерий E. coli. 
В экспериментах с прокариотами показано, что в условиях, ограни-
чивающих синтез белка, репликация ДНК не происходит, из чего 
можно сделать вывод, что этот процесс нуждается в участии белков. 
В настоящее время известно, что в процессе репликации ДНК уча-
ствуют продукты более чем 10 генов. Это, в первую очередь, ДНК-
полимеразы, а также топоизомеразы, геликазы и лигазы. Появля-
ется все больше доказательств в пользу участия в процессе репли-
кации ДНК высокоорганизованного мультиферментного комплек-
са – реплисомы, включающей праймосомо-праймазный комплекс, 
геликазы, Pol-ΙΙΙ-холофермент и гиразы. 
ДНК-полимеразы – это ключевые ферменты репликативного про-
цесса, которые собственно и осуществляют наращивание полинуклео-
тидных цепей, используя принцип комплементарности. Наиболее пол-
но изучены ДНК-полимеразы кишечной палочки. В клетках этих бак-
терий обнаружено три типа ДНК-полимераз (Pol-Ι, Pol-ΙΙ и Pol-ΙΙΙ), 
которые различаются в первую очередь скоростью катализа и нуклеаз-
ной активностью. ДНК-полимераза Ι (Pol-Ι) представляет собой оди-
ночный полипептид, содержащий порядка 1000 аминокислотных ос-
татков. В клетке E. coli насчитывается около 400 молекул этого фер-
мента. Pol-Ι обладает следующими активностями: полимеразной – 
присоединение комплементарных матричной цепи дезоксинуклеотидов 
к свободной 3′-ОН-группе праймера в направлении от 5′-конца к 
3′-концу (5′ → 3′) строящейся молекулы ДНК; экзонуклеазной – гидролиз 
фосфодиэфирных связей (отщепление нуклеотидов) в одной цепи ДНК 
или на неспаренном конце дуплексной ДНК, начиная с 3′-конца 
(3′ → 5′) и 5′-конца цепи (5′ → 3′). Экзонуклеазные активности играют 
очень большую роль в репликации и репарации хромосомальной ДНК 
E. coli. При этом 3′ → 5′-экзонуклеазная активность обеспечивает 
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контроль за присоединением каждого нуклеотида и удаление ошибоч-
ных нуклеотидов с растущего конца цепи (корректорская правка), а 
5′ → 3′-экзонуклеазная активность используется для удаления диме-
ров пиримидинов и рибонуклеотидов фрагментов Оказаки. 
ДНК-полимераза ΙΙ (Pol-ΙΙ) присутствует в клетках кишечной па-
лочки в значительно меньшем числе копий и осуществляет полиме-
разную активность гораздо медленнее, чем Pol-Ι (составляет только 
5% активности ДНК-полимеразы Ι). В отличие от Pol-Ι этот фермент 
не обладает 5′ → 3′-экзонуклеазной активностью. Роль этой полиме-
разы в репликации до конца не выяснена. Считается, что этот фермент 
не обязателен для репликации ДНК, но может заменять отдельные 
функции Pol-Ι при ее повреждении.  
ДНК-полимераза ΙΙΙ (Pol-ΙΙΙ) – основной фермент, ответственный 
за репликацию хромосомальной ДНК E. coli. В каждой клетке содер-
жится только 10–20 молекул этого фермента, но работает он примерно 
в 60 раз быстрее ДНК-полимеразы Ι. Кроме того, Pol-ΙΙΙ обладает по-
вышенным сродством к матрице и обеспечивает более высокую эф-
фективность копирования. Для данного фермента, так же как и для 
Pol-ΙΙ, не характерна 5′ → 3′-экзонуклеазная активность. Поэтому для 
репликации отстающей цепи необходимо участие Pol-Ι, чтобы про-
изошло удаление РНК-праймеров на 5′-конце фрагментов Оказаки. 
В эукариотических клетках выявлено большее количество ДНК-
полимераз, но их функции изучены хуже. 
Функция топоизомераз сводится к разрешению механических и 
топологических проблем в процессе раскручивания двойной спирали 
в репликативной вилке. Эти ферменты изменяют степень сверхспира-
лизации и приводят к образованию «шарнира», который создает усло-
вия для непрерывного движения репликативной вилки. В различных 
организмах идентифицированы топоизомеразы двух основных типов. 
Топоизомеразы типа Ι надрезают одну из двух цепей, в результате чего 
концевой участок двойной спирали может повернуться вокруг ин-
тактной цепи, и затем воссоединяют концы разрезанной цепи. Топо-
изомеразы типа ΙΙ вносят временные разрывы в обе комплементарные 
цепи, изменяют степень сверхспирализации, а затем соединяют разо-
рванные концы. 
Геликазы осуществляют образование и продвижение вдоль спи-
рали ДНК репликативной вилки – участка молекулы с расплетенны-
ми цепями. Эти ферменты используют для расплетения цепей энер-
гию, высвобождающуюся при гидролизе АТР. Для обеспечения более 
32 
высокой скорости раскручивания несколько геликаз действуют в ком-
плексе с белками второго типа, которые связываются с одноцепочеч-
ными участками молекулы и тем самым стабилизируют расплетенный 
дуплекс. 
Наконец, ДНК-лигазы катализируют процессы воссоединения 
фрагментов цепей ДНК, участвуя в образовании ковалентных связей 
(фосфодиэфирных мостиков) между 5′-P- и 3′-ОН-группами соседних 
дезоксирибонуклеотидов. Эти ферменты также используют энергию 
макроэргических связей, образующуюся при гидролизе АТР или GTP. 
Механизм репликации двухцепочечной ДНК лучше всего иссле-
дован для бактерий E. coli и будет рассмотрен на данном примере. 
Инициация репликации ДНК. Процесс репликации ДНК кишечной 
палочки начинается в строго определенной точке, которая называется 
origin (ori), или точкой начала репликации, и расположена на 85-й ми-
нуте генетической карты хромосомы этих бактерий. В ori репликации 
на ДНК действуют ферменты (топоизомеразы, геликазы), обусловли-
вающие формирование репликативной вилки, в которой собственно и 
происходит копирование цепей. Для репликации необходимо наличие 
ДНК-матрицы в виде одноцепочечного участка ДНК, смеси дезоксири-
бонуклеозидтрифосфатов, реплисомы (комплекса ферментов, прини-
мающих участие в репликации) и 3′-ОН-группы нуклеиновой кисло-
ты – затравки, к которой ДНК-полимераза должна присоединять сле-
дующий нуклеотид. Дело в том, что ни одна из ДНК-полимераз не 
может начинать процесс полимеризации нуклеотидов de novo. Эту 
функцию выполняют РНК-полимеразы, которые узнают ori реплика-
ции в репликативной вилке и синтезируют коротенькие (10–60 рибо-
нуклеотидов) последовательности – РНК-затравки (праймеры). При 
этом синтез затравок осуществляется в направлении от 5′-конца к 3′-
концу, и в результате образуется свободный 3′-ОН-конец, который мо-
жет использовать ДНК-полимераза для продолжения процесса полиме-
ризации цепей на стадии элонгации репликации (рис. 1.10). 
Элонгация репликации ДНК. Синтез новых цепей ДНК осуществ-
ляется с соблюдением принципа комплементарности: каждый подби-
раемый в растущую цепь нуклеотид должен быть комплементарен со-
ответствующему (расположенному напротив) нуклеотиду в исходной 
(матричной) цепи. 
Поскольку все ДНК-полимеразы осуществляют процесс полимери-
зации нуклеотидов только в одном направлении (5′ → 3′), а реплика-
тивная вилка движется вдоль ДНК в обоих направлениях, непрерывно 
синтезироваться в каждом из направлений может лишь одна нить, ко-
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торую называют лидирующей. Вторая (противоположная) нить синте-
зируется короткими фрагментами (фрагменты Оказаки) и называется 
отстающей (рис. 1.10). Фрагменты Оказаки у прокариот содержат по-
рядка 1000 нуклеотидов, а у эукариот – 100–200 нуклеотидов.  
 
 
Рис. 1.10. Репликация у клеток E. coli (стрелками показано направление  
синтеза новых цепей ДНК. Незаштрихованные толстые линии –  
РНК-праймеры, начинающие синтез; сплошные жирные линии –  
фрагменты удлиняющихся цепей ДНК. Вертикальными линиями показаны  
водородные связи между комплементарными нуклеотидами) 
 
Кроме полимеризации цепей, которую осуществляет в основном 
ДНК-полимераза ΙΙΙ, в процессе репликации ДНК происходят сле-
дующие события: 
– вырезание РНК-затравок из лидирующей цепи и из каждого 
фрагмента Оказаки. Эту функцию выполняет Pol-Ι с помощью своей 
5′ → 3′-экзонуклеазной активности; 
– заполнение «брешей», оставшихся после вырезания РНК-
затравок. Эту работу также осуществляет ДНК-полимераза Ι, исполь-
зуя свободную 3′-ОН-группу соседнего фрагмента Оказаки; 
– соединение фрагментов ДНК в отстающей цепи с помощью 
фермента ДНК-лигазы: когда растущий 3′-гидроксильный конец каж-
дого фрагмента Оказаки доходит до 5′-дезоксинуклеотидного конца 
соседнего фрагмента, вступает в действие ДНК-лигаза, и образуется 
непрерывная отстающая цепь; 
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– исправление ошибок репликации – корректорская правка. Этот 
механизм характерен как для Pol-Ι, так и для Pol-ΙΙΙ и основывается на 
их 3′ → 5′-экзонуклеазной активности. Известно, что ДНК-полимераза 
проверяет комплементарность подбираемого нуклеотида, контролируя 
размер новой предполагаемой пары нуклеотидов в своем активном 
центре, и ее полимеразная активность включается лишь тогда, когда 
эта комплементарность установлена. С другой стороны, каждый вновь 
встроенный нуклеотид также проверяется на соответствие своей паре 
в активном центре фермента. Если размер образовавшейся пары нук-
леотидов не соответствует истинному (когда основания противопо-
ложных нуклеотидов не комплементарны друг другу), с помощью 
своей 3′ → 5′-экзонуклеазной активности фермент вырезает неком-
плементарный нуклеотид и ищет ему замену. 
Дополнительным механизмом, уменьшающим ошибки реплика-
ции, служит репарация ДНК. В результате частота ошибочного вклю-
чения нуклеотидов в образующуюся при репликации цепь ДНК край-
не низка (10–10–10–8). 
Терминация репликации. При двунаправленной репликации коль-
цевого генома (как у кишечной палочки) репликативные вилки встре-
чаются на расстоянии 180° от точки репликации, и в этом месте реп-
ликация завершается. Кольцевые ДНК в месте встречи соединяются 
лигазой, при этом они оказываются попарно сцепленными, и в даль-
нейшем происходит их разделение на отдельные геномы с помощью 
топоизомеразы типа ΙΙ. 
Скорость репликации ДНК у бактерий E. coli составляет пример-
но 1,5 т. п. н. в секунду. Таким образом, полный геном кишечной па-
лочки (4 ⋅ 103 т. п. н.) реплицируется примерно за 40 мин. Однако 
клетки E. coli делятся быстрее – каждые 20 мин, и это означает, что 
при прежней скорости копирования увеличивается частота актов ини-
циации в той же самой точке начала репликации. То есть еще до за-
вершения первого раунда репликации генома в сайте ori инициируется 
второй раунд репликации. Скорость движения репликативной вилки в 
эукариотических клетках значительно меньше (10–100 п. н. в секунду), 
но завершение репликации в разумное время обеспечивается одно-
временной инициацией во множестве точек. В результате хромосома 
дрозофилы, содержащая, например, 6,5 ⋅ 104 т. п. н., реплицируется за 
несколько минут. 
В целом закономерности репликации, выявленные для прокариот, 
характерны и для большинства эукариотических геномов. Отличия 
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состоят, в первую очередь, в наличии у эукариот множества сайтов 
инициации репликации на каждой хромосоме, иных, чем у прокариот, 
механизмах исправления ошибок репликации, а также в ферментатив-
ном оснащении процесса репликации. Схематическое изображение 
процессов репликации циклических ДНК, формирующих геномы про-
кариот и плазмид, и линейных (эукариотических) геномов представ-
лено на рис. 1.11.  
 
 
Рис. 1.11. Типы двунаправленной репликации двухцепочечной ДНК  
(сплошными линиями обозначены исходные цепи ДНК;  
пунктиром – новые цепи) 
 
В линейной ДНК раскручивание цепей осуществляется путем 
вращения одной цепи вокруг другой. В кольцевой ДНК раскручивание 
и репликация ведут к образованию структуры, напоминающей кольцо 
с внутренней петлей. Ее называют тэта-петлей, поскольку по форме 
она похожа на греческую букву Θ. Такие петли можно наблюдать на 
радиоавтографах реплицирующихся бактериальных ДНК, что впер-
вые осуществил Ж. Кэрнс для ДНК E. coli. 
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Приведенный механизм двунаправленной репликации ДНК являет-
ся наиболее распространенным, но не единственным. ДНК фагов Р22, 
186, Р2, а также Т4 и λ на поздних стадиях литического цикла реплици-
руется по однонаправленному механизму (тип катящегося кольца).  
В этом случае двухцепочечная кольцевая ДНК надрезается специфиче-
ским ферментом в уникальном сайте одной цепи (точке начала катяще-
гося кольца). Образовавшийся в результате надреза 5′-конец цепи связы-
вается с ферментом, осуществившим надрез. Синтез ДНК начинается с 
вытеснения 5′-конца, связанного с ферментом, в раствор, что позволяет 
ДНК-полимеразе присоединять нуклеотиды к 3′-ОН-концу. Происхо-
дит полуконсервативная репликация, в ходе которой 5′-конец разо-
рванной цепи вытесняется в виде свободного хвоста, длина которого 
все увеличивается, а матрицей служит интактная замкнутая цепь. Эту 
реплицирующуюся структуру (рис. 1.12) называют катящимся коль-
цом, т. к. разматывание свободной одиночной цепи сопровождается 
вращением двухцепочечной матрицы вокруг своей оси. 
 
 
Рис. 1.12. Репликация двухцепочечной ДНК по типу катящегося кольца  
(сплошной линией обозначены цепи исходной ДНК;  
пунктиром – вновь синтезированные в ходе репликации цепочки):  
1 – исходная кольцевая ДНК; 2 – формирование надреза  
в одной из цепей с обнажением 3′- и 5′-концов;  
3, 4 – репликация кольцевой цепи в репликативной вилке;  
5 – начало репликации 5′-хвоста; 6, 7 – продукты репликации 
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Если этот механизм используется для репликации двухцепочеч-
ной ДНК, то 5′-концевые хвосты служат матрицами для синтеза не-
больших фрагментов ДНК, которые сразу же сшиваются вместе под 
действием ДНК-лигазы. В результате растущие хвосты вскоре после 
своего образования приобретают двухцепочечную структуру.  
Элонгация хвостов иногда приводит к тому, что их длина много-
кратно превышает общую длину исходной кольцевой молекулы. Та-
кой способ репликации использует, например, фаг λ. При упаковке 
ДНК в капсиды в специальных участках, называемых cos-сайтами и 
отстоящих друг от друга на длину вирусного генома, образуются над-
резы, в результате чего длинные дуплексы многократно повторенной 
фаговой ДНК расчленяются на фрагменты, соответствующие по раз-
мерам зрелой ДНК, обнаруживаемой в вирионах бактериофага λ. 
Репликация по типу катящегося кольца характерна также для 
процесса образования копии бактериальной хромосомы E. coli Hfr и 
фактора F+, передающихся при конъюгации в реципиентную клетку. 
Репликация одноцепочечных ДНК. У фагов М13 или ϕХ174, 
чьи зрелые геномы представлены одиночными кольцевыми ДНК, реп-
ликация осуществляется по механизму катящегося кольца (рис. 1.12).  
Это происходит на поздних стадиях инфекционного процесса, 
после того, как инфицирующая ДНК превращается в двухцепочеч-
ную кольцевую форму. В данном случае не осуществляется реплика-
ция 5′-концевых участков, в отличие от репликации геномов фага λ 
(рис. 1.12, позиция 5), поэтому продуктом репликации являются 
длинные одиночные цепи ДНК, постоянно отделяющиеся от «катя-
щегося кольца». Эти цепи надрезаются в каждой точке начала репли-
кации и замыкаются с образованием зрелых кольцевых форм, упако-
вываемых в капсиды. 
Репликация РНК. Образование РНК-содержащих вирусов про-
исходит путем репликации их РНК, тогда как все клеточные РНК об-
разуются в результате транскрипции ДНК. За исключением ретрови-
русов, репликация РНК в основном повторяет процесс репликации 
ДНК. Как и при репликации ДНК, порядок расположения нуклеоти-
дов определяется комплементарным копированием матрицы, в данном 
случае обязательно цепи РНК. Ферменты, осуществляющие этот про-
цесс, называются РНК-зависимыми репликазами. РНК бактериальных 
вирусов R17 и MS2, а также полиовирусов и вируса Синдбис, инфи-
цирующих животных, всегда обозначается знаком (+), поскольку по-
следовательность их РНК-геномов идентична последовательности 
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мРНК. Таким образом, геном инфицирующего вируса может служить 
в качестве мРНК и содержит информацию о синтезе некоторых, если 
не всех, вирусных белков. Специфическая репликаза, кодируемая ге-
номом вируса и образующаяся вскоре после инфекции, связывается с 
одним или несколькими белками клетки хозяина и инициирует про-
цесс копирования (+)-цепи с ее 3′-конца с образованием полной  
(–)-цепи, ассоциированной с (+)-цепью-матрицей. Затем та же репли-
каза синтезирует множество копий (+)-цепи РНК, используя новосин-
тезированную (–)-цепь в качестве матрицы. Геномы некоторых виру-
сов (вирус везикулярного стоматита, гриппа) представлены одной или 
несколькими (–)-цепями. В этом случае они служат матрицами для 
синтеза (+)-цепей, которые играют роль мРНК и используются при 
синтезе дочерних (–)-цепей. 
Отличительной особенностью репликации геномов ретровирусов 
является то, что после проникновения их РНК в клетку хозяина ви-
русный геном подвергается обратной транскрипции. При этом сначала 
образуется дуплекс РНК–ДНК, а затем – двухцепочечная ДНК. Фер-
мент, катализирующий комплементарное копирование РНК с обра-
зованием ДНК, называется обратной транскриптазой (ревертазой). 
Он содержится в ретровирусных частицах (вирионах) и активирует-
ся после попадания в клетку. Появляется все больше данных о том, 
что обратная транскрипция происходит в самых разных эукариоти-
ческих клетках, а обратная транскриптаза играет важную роль в 
процессах перестройки генома. Репликация двухцепочечной формы 
ретровирусной ДНК не начинается до тех пор, пока она не встроится 
в клеточную ДНК. Механизм рекомбинационного встраивания пока 
полностью не установлен. После интеграции ретровирусная ДНК 
реплицируется как часть клеточной ДНК. РНК дочерних вирионов 
образуется в результате транскрипции интегрированных копий ви-
русной ДНК. 
 
1.3. Сохранение постоянства 
и изменчивость геномов 
 
Сохранение постоянства наследственной информации, с одной 
стороны, и изменчивость геномов – с другой, представляют собой две 
противодействующие силы, между которыми происходит постоянное 
соперничество. Сама организация ДНК, являющихся молекулами, в 
которых зашифрована генетическая информация всех клеточных ор-
ганизмов, способствует надежному хранению этой информации, по-
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скольку содержит две комплементарные цепочки. В случае каких-
либо нарушений в одной из них вторая может служить матрицей для 
исправления этих искажений, что действительно имеет место в мно-
гочисленных репарационных процессах. Кроме того, двойная спираль 
обусловливает возможность воспроизведения себе подобных молекул, 
и процессы репликации ДНК осуществляются с высокой точностью. 
Наконец, многие (если не все) клетки имеют систему защиты от про-
никновения в них чужеродной ДНК; это, в первую очередь, набор 
нуклеаз – ферментов, способных деградировать нуклеиновые кисло-
ты. Среди таких нуклеаз особое значение имеют рестрикционные 
ферменты (рестриктазы). 
Однако эволюция была бы невозможной, если бы отсутствовали 
процессы генетической изменчивости: несмотря на все усилия орга-
низмов сохранить неизменным свой геном, он все же поддается из-
менениям. Основной вклад в процесс изменчивости геномов вносят 
следующие процессы: мутагенез, генетический обмен и рекомби-
национные события, а также деятельность мобильных генетиче-
ских элементов. 
Перечисленные процессы, направленные на сохранение посто-
янства и изменение наследственной информации, рассмотрены в 
данной теме. 
Явление рестрикции-модификации ДНК. В систему рестрик-
ции-модификации входят ферменты, относящиеся к двум классам: од-
ни из них модифицируют молекулы ДНК, находящиеся в клетке, а 
другие расщепляют чужеродные молекулы ДНК (или свои, не моди-
фицированные) в этих же сайтах. 
Впервые явление рестрикции-модификации было обнаружено 
С. Лурия в 50-х гг. прошлого столетия в экспериментах по инфи-
цированию бактерий E. coli бактериофагом λ. Оказалось, что бакте-
риофаги, размноженные на бактериях одного штамма кишечной па-
лочки, инфицировали клетки некоторых других штаммов с низкой 
эффективностью. Наблюдалось и обратное явление: полученные в хо-
де этого низкопродуктивного литического цикла фаги инфицировали 
клетки исходного штамма так же плохо. Было высказано предположе-
ние (которое впоследствии подтвердилось), что фаговая ДНК подвер-
гается в бактериях E. coli модификации, которая защищает ее от хо-
зяйских ферментов рестрикции, но не от подобных ферментов в дру-
гих штаммах. 
В настоящее время известно, что модификацией, защищающей 
геном клетки и некоторые инфицирующие фаговые ДНК, является 
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штамм-специфическое метилирование определенных азотистых ос-
нований в ДНК. Причем ферментативное присоединение заместите-
лей к азотистым основаниям происходит уже после включения соот-
ветствующих нуклеотидов в цепи ДНК, начиная с этапа образования 
фрагментов Оказаки. Метилируются нуклеотиды, занимающие строго 
определенное положение в молекуле, а ферменты, осуществляющие 
эти реакции, относятся к единой системе рестрикции-модифика-
ции. Ферменты рестрикции, входящие в такую систему, узнают в 
ДНК те же последовательности нуклеотидов и осуществляют специ-
фическое расщепление ДНК в этих (либо прилегающих) последова-
тельностях, если они не модифицированы. 
Структура сайтов рестрикции-модификации расшифрована для 
более чем 200 рестрикционных ферментов.  
Различают три типа эндонуклеаз рестрикции (I, II, III). Ферменты 
I и III типов обладают как нуклеазной, так и метилирующей активно-
стями. При этом эндонуклеазы I типа узнают в ДНК определенную 
последовательность и разрезают двухцепочечную ДНК на разном (не 
фиксированном) расстоянии от сайтов узнавания. Эндонуклеазы 
III типа осуществляют двухцепочечные разрезы ДНК на расстоянии 
около 25 п. н. от своих сайтов узнавания. Только эндонуклеазы 
II типа производят двухцепочечные разрезы ДНК по специфическим 
фосфодиэфирным связям либо в пределах самого сайта узнавания, 
либо на небольшом, но вполне определенном удалении от него. Фер-
менты этого типа не обладают метилирующей активностью. Некото-
рые из эндонуклеаз II типа узнают специфические группы из четырех 
нуклеотидов, другие – гексануклеотидные последовательности, при-
чем их общей особенностью является палиндромная структура 
(рис. 1.13). В этом случае одна и та же последовательность располага-
ется в двух цепях в противоположных направлениях симметрично от-
носительно оси симметрии в середине палиндрома. 
 
 
Рис. 1.13. Расщепление ДНК с помощью рестриктазы Eco RI из E. coli RY13  
(слева показана структура сайта рестрикции фермента Eco RI: 
пунктиром изображена ось симметрии палиндрома; вертикальными стрелками – 
ковалентные связи между нуклеотидами, которые подвергаются расщеплению. 
Справа показаны фрагменты ДНК, образованные в результате рестрикции) 
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Как показано на рис. 1.13, результатом действия многих рест-
риктаз на молекулы ДНК является разрезание их «уступом» в немо-
дифицированных сайтах. При таком способе расщепления двухцепо-
чечных ДНК образуются фрагменты, у которых имеется концевая 
избыточность, или так называемые «липкие» концы. В составе «лип-
ких» концов, образованных под действием одной рестриктазы, по-
следовательности нуклеотидов комплементарны (рис. 1.13). Указан-
ные особенности функционирования рестриктаз II типа делают их 
незаменимыми инструментами в генетической инженерии: это моле-
кулярные ножницы, с помощью которых in vitro осуществляется 
фрагментирование ДНК. 
В настоящее время рестрикционные ферменты выделены из более 
чем 400 штаммов бактерий, и для большей их части определена 
структура сайтов рестрикции. Система рестрикции-модификации 
может рассматриваться как своеобразный барьер, охраняющий клетку 
от включения в нее чужеродного генетического материала. Возникно-
вение мутантов, лишенных способности к рестрикции, открывает до-
полнительные возможности для изменчивости у этих штаммов. 
Недавно обнаружена способность некоторых конъюгативных 
плазмид и фагов преодолевать барьеры рестрикции клеток хозяев, ку-
да они попадают при конъюгации или инфекционном процессе. Это 
явление получило название антирестрикции. В геномах плазмид и 
фагов обнаружены гены ard, детерминирующие структуру белков-
антирестриктаз. Эти белки ингибируют ферменты, принадлежащие к 
системе рестрикции-модификации типа I. 
Репарация ДНК. Несмотря на высокую точность работы фермен-
тов, осуществляющих репликацию ДНК, а также на существование ме-
ханизма корректорской правки, при синтезе новых цепей ДНК все же 
происходят ошибки, связанные с включением в их состав некомпле-
ментарных нуклеотидов. Кроме того, молекулы ДНК подвергаются в 
клетках воздействию разнообразных физических и химических факто-
ров, нарушающих их структуру. К числу наиболее часто возникающих 
повреждений ДНК можно отнести следующие: 
– разрыв β-N-гликозидных связей между пурином и дезоксирибо-
зой (депуринизация), который чаще всего является следствием по-
вышения температуры. За сутки в клетке человека совершается от 
5000 до 10 000 актов депуринизации; 
– спонтанное дезаминирование остатков цитозина и аденина с об-
разованием соответственно остатков урацила и гипоксантина (при-
мерно 100 событий на геном в сутки); 
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– алкилирование азотистых оснований под действием химических 
веществ особого класса (алкилирующих агентов); 
– интеркаляцию (встраивание) некоторых соединений между со-
седними парами нуклеотидов; 
– образование ковалентных сшивок между цепями ДНК под дей-
ствием бифункциональных агентов; 
– образование при поглощении ультрафиолетового света (УФ) 
циклобутановых димеров (рис. 1.14) между соседними пиримидинами 
в цепи. 
Большинство перечисленных повреждений нарушают процессы 
репликации и экспрессии генов, например каждый тиминовый димер 
в ДНК E. coli задерживает репликацию на 10 с. Кроме того, эти по-
вреждения являются источником мутаций, если их исправление не 
осуществится до начала репликации ДНК.  
Чаще всего подобные нарушения происходят лишь в одной из ни-
тей ДНК, при этом во второй нити напротив повреждения в большин-
стве случаев содержится «правильная» последовательность, которая 
может служить матрицей для исправления ошибок. Таким образом, 
двойная спираль ДНК, а также то, что в ней закодирована информация 
о структуре репарационных ферментов, делают возможным уникаль-
ный механизм исправления ошибок (репарацию), характерный только 
для одного класса молекул – ДНК. 
Репарационных систем и механизмов, существующих у разных 
организмов, очень много; среди них есть такие, которые специфичны 
для исправления повреждений лишь одного рода, а есть и менее спе-
цифичные. 
Для удобства все известные к настоящему времени репарацион-
ные процессы можно разделить на две категории:  
1) те, что не требуют участия репликации и представляют собой 
непосредственное исправление нарушений в ДНК;  
2) более сложные процессы, в ходе которых происходит репара-
ционная репликация.  
Лучше всего репарационные механизмы изучены по отношению к 
исправлению повреждений, вызванных УФ-облучением, – пиримиди-
новых димеров (рис. 1.14). 
Поскольку в наиболее известных процессах репарации послед-
ствий УФ-облучения принимают участие зависимые от УФ-света фер-
менты, репарационные механизмы делят также на световую (способ-
ную осуществиться лишь на видимом свету) и темновую (не требую-






























Рис. 1.14. Образование тиминовых димеров в одной из цепей ДНК,  
включающее формирование циклобутанового кольца  
(состоит из четырех углеродных атомов) при взаимодействии  
атомов соседних пиримидиновых оснований 
 
К репарационным механизмам прямого исправления повреждений 
можно отнести дезалкилирование остатков гуанина и мономеризацию 
циклобутановых димеров между соседними пиримидиновыми основа-
ниями. Дезалкилирование метилгуаниновых остатков относится к тем-
новой репарации и происходит при участии ферментов, присутствую-
щих в клетках бактерий и млекопитающих. При этом О6-метилгуанин-
ДНК-алкилтрансфераза катализирует перенос алкильных групп на 
сульфгидрильные группы цистеиновых остатков фермента (рис. 1.15). 
 
 
Рис. 1.15. Дезалкилирование О6-метилгуаниновых остатков,  




































Расщепление димеров между пиримидиновыми нуклеотидами 
происходит в процессе фотореактивации – восстановления структу-
ры молекул ДНК, поврежденных УФ-излучением, в результате после-
дующего воздействия видимого света (световая репарация). Известна 
неферментативная коротковолновая фотореактивация, которая заклю-
чается в мономеризации димеров при действии ультрафиолетового 
излучения с длиной волны 240 нм, а также ферментативная фотореак-
тивация. Последнюю обычно и подразумевают под собственно фото-
реактивацией. Этот процесс требует участия видимого света с длиной 
волны 300–600 нм и осуществляется под действием специфических 
фотореактивирующих ферментов (дезоксирибопиримидинфотолиазы). 
Субстратом фотолиазы служат димеры пиримидиновых оснований, с 
которыми она образует комплекс (с неповрежденной ДНК фермент не 
связывается). Используя энергию поглощенного света, фермент раз-
рушает димер без разрыва цепей ДНК (рис. 1.16). 
 
 
Рис. 1.16. Образование тиминовых димеров под действием УФ-облучения 
и их разрушение на свету при помощи фотореактивирующего фермента 
 
Явление фотореактивации широко распространено в природе и 
обнаружено даже у таких примитивных микроорганизмов, как мико-
плазмы. Фотореактивирующие ферменты найдены у некоторых выс-
ших растений и животных, а также у всех изученных бактерий, за ис-
ключением Deinococcus radiodurans, которые тем не менее чрезвы-
чайно устойчивы к действию УФ-света: эти бактерии выдерживают 
дозы в 1000 раз более высокие, чем те, которые убивают E. coli. При 
полном отсутствии способности к фотореактивации D. radiodurans 
обладает мощной системой эксцизионной репарации. 
Репарационные события, связанные с заменой искаженных участ-
ков, не требуют участия видимого света, и в них, кроме других фермен-
тов, важную роль играют нуклеазы двух типов – экзо- и эндонуклеазы. 
Экзонуклеазы осуществляют расщепление ДНК, начиная с концов це-
пей, а эндонуклеазы атакуют цепи во внутренних частях, формируя в 
ДНК однонитевые разрывы. Среди многообразия видов репарации, свя-
занной с репаративным синтезом ДНК, можно выделить два основных – 
эксцизионную и пострепликативную репарацию. 
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Эксцизионная репарация. Отличительной особенностью эксци-
зионной репарации является удаление поврежденного участка ДНК. 
Этот вид репарации не столь специфичен в отношении повреждений 
ДНК, как фотореактивация, и с его помощью могут исправляться не 
только пиримидиновые димеры, но и многие другие изменения струк-
туры ДНК. Эксцизионная репарация (рис. 1.17, а) представляет собой 
многоэтапный процесс и включает следующие события:  
1) узнавание повреждения в ДНК, которое осуществляется спе-
цифическими эндонуклеазами;  
2) надрезание одной цепи ДНК вблизи повреждения – инцизия 
(осуществляют эндонуклеазы);  
3) удаление группы нуклеотидов вместе с повреждением – эксци-
зия (осуществляют экзонуклеазы);  
4) ресинтез ДНК – заполнение образовавшейся бреши (ДНК-
полимеразная активность);  
5) восстановление непрерывности репарируемой цепи за счет об-
разования ковалентных связей сахарофосфатного остова молекулы. 
 
 
а                                                           б 
Рис. 1.17. Два типа темновой репарации:  
а – эксцизионная репарация; б – пострепликативная репарация  
(светлые линии – исходные цепи ДНК; темные линии – цепи ДНК,  
синтезированные в ходе репарационных событий) 
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Лучше всего механизм эксцизионной репарации изучен на приме-
ре темнового удаления пиримидиновых димеров из ДНК клеток 
E. coli, облученных ультрафиолетом. В клетках кишечной палочки за 
данный процесс отвечают гены uvrA–D (кодируют структуру фермен-
тов, вырезающих участок цепи ДНК с димером), а также polА (опре-
деляет структуру ДНК-полимеразы I, осуществляющей репаративный 
синтез ДНК). Особенностью такого способа эксцизионной репарации 
является образование одноцепочечных надрезов по обе стороны ти-
минового димера. 
Некоторые организмы используют для репарации повреждений, в 
том числе связанных с образованием тиминовых димеров, еще одну 
разновидность эксцизионной репарации, предусматривающую уча-
стие в процессе особого фермента – N-гликозилазы. В данном случае 
первым репаративным событием является расщепление гликозидной 
связи между поврежденным основанием (например, одним из тиминов 
в димере, N-алкилированным пурином и др.) и дезоксирибозой. Таким 
образом, имеет место локальная апуринизация или апиримидиниза-
ция; возникает так называемый АР-сайт, узнаваемый АР-специфиче-
ской эндонуклеазой, которая расщепляет фосфодиэфирную связь ря-
дом с АР-сайтом. Затем брешь заполняется с помощью обычного ре-
паративного синтеза. 
В бактериальных и эукариотических клетках обнаружен целый 
ряд различных N-гликозилаз. Например, урацил-ДНК-гликозилаза уз-
нает неправильную пару dG/dU, возникшую в результате спонтанного 
дезаминирования остатка дезоксицитозина из пары dG/dC. Дезамини-
рование цитозина при репликации может привести к возникновению 
мутантной нуклеотидной пары dA/dT, поскольку с точки зрения обра-
зования водородных связей урацил ведет себя аналогично тимину. 
Другой широко распространенный фермент подобного типа представ-
ляет собой пиримидиновый димер-N-гликозилазу, которая создает 
апиримидиновый сайт при репарации повреждений, связанных с обра-
зованием пиримидиновых димеров. 
Сайты, в которых произошла депуринизация или депиримидини-
зация, выщепляются ферментами АР-эндонуклеазами (апуриновыми и 
апиримидиновыми эндонуклеазами). В клетках про- и эукариот име-
ется много разнообразных АР-эндонуклеаз. Некоторые из них надре-
зают цепь с 3′-стороны АР-сайта, а другие расщепляют диэфирную 
связь с 5′-стороны; в любом случае образуются 3′-гидроксильный и 
5′-фосфорильный концы. Это позволяет экзонуклеазе удалить приле-
гающие остатки по обе стороны надреза вместе с повреждением. 
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Различные варианты эксцизионной репарации широко рас-
пространены у про- и эукариотических организмов, в том числе у 
млекопитающих. Нарушения процессов эксцизионной репарации 
могут приводить к драматическим последствиям. Так, у людей из-
вестно наследственное заболевание – пигментная ксеродерма, ос-
новным симптомом которого является повышенная чувствитель-
ность к солнечному свету, приводящая к развитию рака кожи. 
У этих больных обнаружены различные дефекты эксцизионной ре-
парации. 
Пострепликативная репарация. Этот тип репарации требует 
участия продуктов генов, задействованных также в рекомбинацион-
ных событиях (rec-гены), и не осуществляется в клетках rec-мутантов, 
поэтому его называют еще и рекомбинационной репарацией. Реком-
бинационная пострепликативная репарация основана на процессах 
репликации и рекомбинации поврежденной ДНК, она наименее спе-
цифична из всех рассмотренных типов репарации, поскольку в ней от-
сутствует этап узнавания повреждения. Это довольно быстрый способ 
восстановления нативной структуры ДНК в дочерних (вновь синте-
зированных) цепях: доказано, что репарация происходит уже в первые 
минуты после облучения. Особенностью данного процесса является 
сохранение повреждения в исходных (материнских) цепочках 
(рис. 1.17, б). 
Наряду с быстрой существует и медленная пострепликативная 
репарация, для которой требуется несколько часов. Ее производит 
система ферментов, которая отсутствует в необлученных клетках и 
которую индуцирует облучение. Этот механизм получил название 
SOS-репарации. Его удивительным отличием является значительное 
увеличение частоты мутаций, несмотря на то что ДНК и так уже по-
вреждена. Это может являться следствием использования в качестве 
матрицы цепи ДНК, содержащей повреждения. 
Пострепликативная репарация существует не только у бактерий, 
но и в клетках эукариот, в том числе у млекопитающих. 
Мутационный процесс. Если повреждения в молекулах ДНК не 
успеют репарироваться до начала репликации, они, скорее всего, бу-
дут закреплены в ходе репликативного удвоения ДНК в виде мута-
ций. В общем виде мутации можно определить как скачкообразные 
наследуемые изменения в генетическом материале организмов. Разли-
чают спонтанные (произошедшие без видимого вмешательства) мута-
ции, частота которых обычно находится на уровне 10–8–10–6 на клетку, 
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и индуцированные (возникающие в ответ на использование какого-
либо мутагенного фактора) мутации. Частота возникновения послед-
них зависит от особенностей организма, типа и дозы мутагена, а также 
условий обработки и может достигать 10–3 на клетку. Мутации можно 
считать первоисточником генетической изменчивости организмов; 
наряду с рекомбинационными процессами они являются мощным 
фактором эволюции. 
Для характеристики всего многообразия мутационных изменений 
в системном порядке используют несколько принципов классифика-
ции мутаций: 
1) по характеру изменения генома различают геномные мута-
ции – изменение числа хромосом; хромосомные перестройки – 
изменения структуры хромосом, приводящие к изменению числа и 
порядка расположения в них генов; генные мутации – изменения 
последовательности нуклеотидов в пределах одного гена (мутации 
в узком смысле слова); 
2) по проявлению в гетерозиготе мутации делят на доминантные 
(проявляются в гетерозиготе) и рецессивные (проявляются только в 
гомозиготе); 
3) по направлению действия мутации подразделяют на прямые 
(изменения исходного, или так называемого дикого типа) и обратные 
(реверсии), которые представляют собой возврат к дикому типу; 
4) по локализации в клетке выделяют ядерные мутации, кото-
рые осуществляются в хромосомах у эукариот и нуклеоидах у про-
кариот, и цитоплазматические, затрагивающие внеядерную на-
следственность; 
5) по фенотипическому проявлению различают мутации леталь-
ные (приводящие к гибели), морфологические (изменения морфоло-
гии), биохимические (изменения обмена веществ), поведенческие 
(сдвиги в физиологии), криптические (не имеющие видимого фено-
типического эффекта), устойчивости или чувствительности к по-
вреждающим агентам и др. 
В свою очередь, генные мутации (они наиболее распространены) 
подразделяются на делеции (выпадения одного или нескольких нук-
леотидов), транзиции (замены пуринов на пурины или пиримидинов 
на пиримидины), трансверсии (замены пуринов на пиримидины и на-
оборот), дупликации (удвоения группы нуклеотидов), амплификации 
(умножения групп нуклеотидов). Последние два типа более характер-
ны для хромосомных перестроек, в этом случае речь идет об удвоении 
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или умножении числа отдельных генов либо даже групп генов. Для 
хромосомных мутаций характерны также транспозиции (вставки 
участков хромосом в новые места), транслокации (обмен участками 
между хромосомами), инверсии (изменения порядка расположения 
генов на хромосоме). 
Следует отметить, что мутации могут приводить как к утрате 
функций, так и к приобретению новых признаков, особенно в тех слу-
чаях, когда происходит слияние генов и они оказываются под контро-
лем несвойственных им регуляторных элементов. 
Генетический обмен и рекомбинация. Не менее важный, чем му-
тации, вклад в изменчивость вносят способы генетического обмена и 
следующие за ними рекомбинационные события. Генетический обмен 
характерен как для эукариот, так и для прокариот и может осуществ-
ляться в ходе различных процессов. Для эукариотических организмов 
изучены половой и парасексуальный процессы. В ходе первого проис-
ходит слияние половых клеток с образованием диплоидной зиготы, ко-
торая в большинстве случаев подвергается мейотическому делению, 
сопровождающемуся рекомбинацией между хромосомами. В парасек-
суальном цикле происходят объединение и последующая рекомбина-
ция генов на основе событий, осуществляющихся в митозе без участия 
оплодотворения половым путем. 
Обмен генетической информацией у прокариот in vivo происходит 
в ходе конъюгации, трансдукции и трансформации, а в лабораторных 
условиях – еще и при слиянии протопластов. 
Конъюгация – процесс генетического обмена, требующий фи-
зического контакта клеток. При этом перенос генов осуществляет-
ся из донорских бактерий (содержат конъюгативные плазмиды) в 
реципиентные клетки (бесплазмидные) по специальному каналу – 
конъюгативному мостику. Этот процесс опосредуется генами, рас-
положенными на плазмидах. Плазмиды представляют собой супер-
спирализованные ковалентнозамкнутые кольцевые молекулы ДНК 
небольшой величины (2–600 т. п. н.), способные к автономной реп-
ликации. Клетки, содержащие плазмиды, могут приобретать новые 
признаки. Эти признаки используются для обозначения впервые 
выявленных плазмид: F-плазмиды (факторы фертильности, или по-
ловые факторы) ответственны за донорские свойства бактерий; Col-
плазмиды (факторы колициногенности) опосредуют способность 
клеток синтезировать особый класс бактериоцинов – колицины; 
R-плазмиды (факторы резистентности) обусловливают устойчивость 
бактерий к антибиотикам и др. Плазмиды характеризуются рядом 
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общих и специфических свойств. К общим свойствам плазмид мож-
но отнести способность к автономной репликации, конъюгативному 
переносу, интеграции в нуклеоид (эписомы), несовместимость (не-
способность некоторых плазмид стабильно наследоваться одной и 
той же клеткой). 
Специфические (индивидуальные) свойства характеризуют не-
большие группы плазмид и придают клеткам разные фенотипические 
свойства: устойчивость к антибиотикам, катионам, анионам, мутаген-
ным факторам, бактериоцинам, бактериофагам; способность дегради-
ровать ксенобиотики; синтез антибиотиков, бактериоцинов, пигмен-
тов, инсектицидов, поверхностных антигенов, токсинов, ферментов; 
использование в качестве источников углерода разных сахаров и ами-
нокислот; индукцию опухолей у растений и др. 
Трансдукция – способ генетического транспорта, при котором 
переносчиками генов выступают умеренные или вирулентные бакте-
риофаги. Фрагменты бактериальных хромосом обычно включаются в 
состав фаговых частиц либо в ходе неправильного вырезания профа-
гов из бактериального генома (характерно для умеренных вирусов), 
либо в ходе ошибочной упаковки в головки бактериальной ДНК при 
сборке вирулентных фагов. Образующиеся фаговые частицы носят 
название «дефектные», поскольку в большинстве случаев не способ-
ны обеспечить литический цикл. Однако они сохраняют способность 
адсорбироваться на клетках и инъецировать в них свою нуклеиновую 
кислоту, которая может вступать в события рекомбинации с клеточ-
ным геномом. 
Трансформация – способ генетического обмена, открытый Ф. Гриф-
фитом, при котором в клетки проникает свободная ДНК. Трансфор-
мирующая способность описана как для хромосомальных, так и для 
плазмидных ДНК. Процесс, в котором выделенная ДНК фагов посту-
пает в бактериальные клетки и обусловливает образование в них зре-
лых фаговых частиц, называется трансфекцией. В естественных ус-
ловиях трансформация осуществляется с невысокой эффективностью 
за счет высвободившейся из спонтанно лизировавшихся клеток ДНК. 
В лабораторных условиях частоту трансформации можно существен-
но повысить, увеличив концентрацию трансформирующей ДНК и пе-
реведя клетки в компетентное состояние (только в таком состоянии 
клетки способны адсорбировать и поглощать ДНК). Еще легче транс-
формируются протопласты, и этот прием – один из самых распро-
страненных при введении гибридных (полученных в экспериментах 
по генной инженерии) молекул ДНК в клетки. 
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Слияние протопластов представляет собой искусственный метод 
объединения геномов. Он основан на способности плазматических 
мембран – пограничных структур протопластов – к спонтанной агре-
гации с обобществлением всего содержимого двух или более прото-
пластов. При этом между геномами могут происходить сложные ре-
комбинационные события, сопровождающиеся возникновением раз-
ных вариантов организмов.  
Процессы трансформации клеток и протопластов, а также слияние 
протопластов используют и для селекции некоторых эукариотических 
организмов: дрожжей, мицелиальных грибов, растений. 
Итак, перечисленные выше процессы приводят к поступлению в 
клетки нового генетического материала, который может подвергать-
ся у бактерий рестрикции, если модифицирован неадекватно имею-
щейся в клетке системе рестрикции-модификации, но может и успеть 
вступить во взаимодействие с резидентными молекулами ДНК – ре-
комбинацию. Рекомбинация свойственна всем группам организмов, 
за исключением РНК-содержащих вирусов (у них она не обнаруже-
на). Это ферментативный процесс, и генетическая информация о 
синтезе ферментов, опосредующих рекомбинацию, есть во всех 
клетках и у многих вирусов. Некоторые ферменты, играющие ключе-
вую роль при рекомбинации, участвуют также в процессах реплика-
ции и репарации ДНК.  
Различают три типа рекомбинации – общую (регулярную, гомо-
логичную), сайт-специфическую и незаконную (негомологичную, 
случайную). Основное отличие между этими типами заключается в 
протяженности сайтов гомологии, которые обусловливают взаимо-
действие молекул ДНК, приводящее к перекомбинированию генов. 
Общая рекомбинация. Это обмен участками между гомологич-
ными (идентичными) нуклеотидными последовательностями, или 
кроссинговер. При данном типе рекомбинации происходит разрыв 
гомологичных цепей ДНК с последующим реципрокным соедине-
нием их в новом сочетании (рис. 1.18). Обмен производится одно-
цепочечными участками, причем имеющими одинаковую ориента-
цию. В процессе принимает участие большое количество разнооб-
разных ферментов. В частности, общая рекомбинация у E. coli 
катализируется recA-белком (обеспечивает обмен одиночными це-
пями), recBCD-нуклеазой (осуществляет разрыв и расплетение це-
почек), геликазами и белками, связывающимися с одноцепочечной 
ДНК (необходимы для миграции креста Холлидея), а также ДНК-
полимеразой I и ДНК-лигазой.  
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Рис. 1.18. Этапы процесса рекомбинации между гомологичными молекулами ДНК:  
1 – продукт разрезания и воссоединения перекрещивающихся цепей;  
2 – продукт разрезания и воссоединения неперекрещивающихся цепей 
 
Гомологичная рекомбинация начинается с надрезания однонаправ-
ленных цепей в гомологичных молекулах ДНК, после чего свободные 
концы одной цепи спариваются со свободными концами другой цепоч-
ки, и формируется структура Холлидея (по имени исследователя, впер-
вые предложившего ее). Точка перекреста обменивающихся цепей пе-
ремещается вдоль рекомбинирующих молекул – миграция ветви (кре-
ста). При этом происходит размыкание водородных связей между 
комплементарными нуклеотидами внутри одной родительской молеку-
лы ДНК и замыкание соответствующих связей между нуклеотидами 
цепей, принадлежащих разным молекулам ДНК.  
Структуры Холлидея затем переходят в рекомбинантные двойные 
спирали (разрешаются) путем внесения разрывов и воссоединения це-
пей двумя альтернативными способами. В первом способе разрезают-
ся и воссоединяются перекрещивающиеся однонаправленные цепи, а 
в другом – неперекрещивающиеся однонаправленные цепочки. При 
миграции креста Холлидея осуществляется спаривание цепей, при-
надлежащих разным молекулам ДНК, т. е. образуются гетеродуплек-
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сы. В их составе могут содержаться некомплементарные нуклеотиды, 
которые удаляются так же, как при репарации ДНК, а шаблоном в 
данном случае может служить любая из цепей. 
Существует альтернативный способ общей рекомбинации, в ходе 
которого происходит двухцепочечный разрыв в одной молекуле ДНК. 
В этом случае на одном из этапов тоже формируется структура Хол-
лидея, и происходит миграция ветви. 
Сайт-специфическая рекомбинация. Этот способ рекомбинации 
не зависит от продуктов генов recA, B и D и происходит между спе-
цифическими сегментами молекул ДНК, не имеющими протяженных 
областей гомологии. Лучше всего этот тип рекомбинации изучен на 
примере интеграции фага λ в нуклеоид кишечной палочки и его об-
ратного исключения. Рекомбинационные события при этом происхо-
дят в коротких участках ДНК бактериофага и клетки – att-сайтах (от 
англ. attachment – прикрепление). В составе фаговой ДНК присут-
ствует attРОР′-сайт, а в составе бактериальной ДНК – attВОB′-сайт, 
располагающийся между оперонами gal (отвечает за утилизацию га-
лактозы) и bio (отвечает за биосинтез биотина). 
Нуклеотидные последовательности att-сайтов на фаговой и кле-
точной ДНК различаются, за исключением участка «О» протяженно-
стью 15 п. н., одинаковых для обоих сайтов. Эта последовательность, 
общая для рекомбинирующих геномов, служит для образования «лип-
ких» концов за счет двух надрезов уступом (рис. 1.19). Образование 
этих надрезов катализирует белок Int – продукт фагового гена int. 
 
 
Рис. 1.19. Нуклеотидная последовательность  
участка «О», входящего в состав att-сайтов  
(стрелками показаны места надрезов уступом) 
 
ДНК фага λ проникает в клетку в линейной форме и сразу замы-
кается в кольцо благодаря существованию «липких» концов. Затем на 
фаговую и бактериальную ДНК воздействуют нуклеазы (белок Int), 
и образующиеся «липкие» концы в составе разных att-сайтов могут 
взаимодействовать, приводя к интеграции профага в хромосому 
(рис. 1.20). 
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В результате сайт-специфической рекомбинации, сопровождаю-
щей процесс интеграции ДНК фага λ в нуклеоид кишечной палочки, 
происходит образование новых (рекомбинантных) сайтов – ВОР′ и 
РОВ′ (рис. 1.20). 
 
 
Рис. 1.20. Интеграция ДНК фага λ в хромосому E. coli 
 
Исключение профага λ из хромосомы E. coli может происходить 
также в результате сайт-специфической рекомбинации, и в этом про-
цессе, кроме белка Int, играют роль фаговый белок Xis и клеточный 
белок HF. Следует отметить, что интеграция профага λ может осуще-
ствляться и в другие сайты нуклеоида E. coli, однако это происходит с 
частотой примерно в 200 раз меньшей, чем интеграция между локуса-
ми gal и bio, и в таких случаях реализуются закономерности незакон-
ной рекомбинации. 
Незаконная рекомбинация. Примерами незаконной (негомоло-
гичной) рекомбинации служат события транспозиции перемещаю-
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щихся (мобильных) элементов, для которых в геномах отсутствуют 
предпочтительные сайты интеграции. Полагают, что для этих событий 
не требуются участки гомологии ДНК. К незаконной рекомбинации 
относят также процессы случайного встраивания вирусной или плаз-
мидной ДНК в клеточные геномы. Эти события наиболее часты для 
клеток животных.  
Деятельность мобильных элементов. К мобильным элементам 
относят профаг μu, транспозоны, IS-элементы (Insertion Sequences), 
которые представляют собой дискретные сегменты ДНК, способные 
перемещаться внутри одного генома или между геномами, находящи-
мися в одной клетке. Все мобильные элементы содержат гены, опо-
средующие процесс транспозиции, а также специфические инверти-
рованные повторы на концах, которые тоже принимают участие в 
перемещении.  
IS-элементы – это линейные фрагменты ДНК размером 0,2–
2,0 т. п. н., содержащие на концах инвертированные повторы (флан-
кированные повторами). Существует несколько типов IS-элементов, 
отличающихся между собой последовательностью нуклеотидов, дли-
ной, величиной инвертированных повторов (10–40 п. н.), частотой 
транспозиции (10–7–10–4 на поколение), а также длиной дуплициро-
ванных повторов в ДНК-мишени (5–11 п. н.), которые образуются в 
процессе транспозиции. IS-элементы не содержат генов, определяю-
щих фенотипически различимые свойства, а содержат лишь инфор-
мацию, необходимую для процесса транспозиции (структуру фермен-
та транспозазы). При транспозиции этих элементов в новый сайт ис-
ходный IS-элемент остается на прежнем месте, т. е. инсерция 
сопровождается точным синтезом второй копии и не зависит от реп-
ликативных функций и рекомбинационного аппарата хозяина. Не 
требуется также никакой гомологии между IS-элементом и сайтом-
мишенью. В разных репликонах содержится различное количество 
копий IS-элементов. Например, нуклеоид E. coli содержит 4–19 ко-
пий IS1, 0–12 копий IS2, 1–2 копии IS4. 
Транспозоны (Tn) – это созданные на основе IS-элементов (или их 
производных) сложные мобильные структуры, содержащие гены, оп-
ределяющие дополнительные (кроме транспозиции) функции. Все 
транспозоны фланкированы концевыми повторами. Часто ими явля-
ются известные IS-элементы, например IS1, которые могут повторять-




Рис. 1.21. Структура транспозона Tn5:  
NK – ДНК репликона-мишени; D – дуплицированные участки мишени; 
Km – гены устойчивости к канамицину (стрелками показаны направления 
концевых повторов в составе IS-элементов, а также ориентация самих  
IS-элементов на концах транспозона) 
 
На рис. 1.21 показано, что с двух сторон центральная область 
транспозона (Km) фланкирована одинаковыми IS-элементами – IS-L 
(слева) и IS-R (справа), расположенными в Tn5 в разной ориентации. 
При этом сами IS-элементы также содержат инвертированные конце-
вые повторы. Вся информация, необходимая для перемещения слож-
ного транспозона, содержится в его IS-элементах: это та самая инфор-
мация, которую используют сами IS-элементы при транспозиции, – 
гены, кодирующие транспозазу. 
Разные мобильные элементы отличаются друг от друга степенью 
специфичности при выборе сайтов интеграции в репликоны. При вы-
сокой специфичности транспозон использует один или несколько сай-
тов ДНК-мишени, при низкой – множество предпочтительных либо 
практически любой сайт. Вероятность транспозиции зависит от 
свойств мобильного элемента, в первую очередь от его длины: при 
увеличении транспозона на 1 т. п. н. частота перемещения снижается в 
2 раза. Частота транспозиции для одного и того же мобильного эле-
мента тоже может быть неодинаковой. Она зависит от характера до-
норного и реципиентного репликонов. Так, известны мутации, кото-
рые могут подавлять частоту транспозиции. Кроме того, на переме-
щение мобильных элементов влияют факторы окружающей среды: 
температура, УФ-облучение, химические агенты. 
Механизм транспозиции. Для объяснения механизма транспози-
ции, тонкости которого остаются невыясненными, предложено не-
сколько моделей, принадлежащих к двум группам, – репликативные и 
консервативные. Более понятной является репликативная (коинтегра-
тивная) модель. Согласно этой модели, на первой стадии происходит 
слияние молекул донорной и реципиентной ДНК, сопровождающееся 
дупликацией в местах слияния двух репликонов (рис. 1.22). 
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На второй стадии репликоны разделяются благодаря реципрокной 
рекомбинации между идентичными участками (res-сайтами) в коинте-
грате (рис. 1.22). 
 
 
Рис. 1.22. Механизм репликативной транспозиции:  
1 – образование коинтеграта; 2 – реципрокная рекомбинация между 
res-сайтами; 3 – разделение коинтеграта (стрелками обозначены транспозоны) 
 
Для осуществления первой стадии необходима транспозаза и два 
инвертированных терминальных повтора. Считается, что транспозаза 
распознает именно эти участки и специфически взаимодействует с 
ними. Для разделения коинтеграта требуется другой продукт транспо-
зоновых генов – резолваза, которая осуществляет сайт-специфиче-
скую рекомбинацию в res-сайтах. 
В транспозиции путем коинтеграции принимают участие не толь-
ко гены, принадлежащие самому мобильному элементу, но и реплика-
тивные функции клетки. Так, показано, что коинтеграты некоторых 
транспозонов могут диссоциировать только в RecA+-клетках (где есть 
RecA-белок); иными словами, разрешение этих коинтегратов осуще-
ствляется при участии системы гомологичной рекомбинации. 
Консервативная (простая, нерепликативная) модель транспозиции 
допускает выщепление (эксцизию) мобильного элемента из молекулы-
донора и вставку (инсерцию) его в молекулу-реципиент, т. е. отсутст-
вие дупликации самого мобильного элемента. Но и в этом случае со-
блюдается главная особенность процесса транспозиции: в сайте-
мишени возникают дуплицированные повторы (рис. 1.23). Согласно 
консервативной модели, транспозаза катализирует ступенчатые двух-





рестриктазы. Вероятно, транспозазы могут осуществлять надрезы на 
концах транспозона и соединять их с концами разрывов в ДНК-
мишени. При этом формируются однонитевые бреши, которые за-
страиваются репаративными системами клетки. В результате на концах 
мобильных элементов всегда создаются одинаковые короткие повторы 
участка ДНК-мишени (рис. 1.23). Некоторые мобильные элементы, на-
пример бактериофаг μu, могут участвовать в обоих типах транспози-
ции – в интегративной и консервативной. 
 
 
Рис. 1.23. Образование дуплицированных повторов  
в ДНК-мишени при транспозиции  
(стрелками обозначены сайты разрыва ковалентных связей  
в ДНК – результат воздействия на репликон-мишень транспозазы) 
 
Вырезание транспозонов из ДНК чаще всего осуществляется в ре-
зультате гомологичной рекомбинации между копиями сайта-мишени. 
Перемещение мобильных генетических элементов в пределах одно-
го репликона может приводить к образованию делеций и инверсий, а 
при межмолекулярной транспозиции могут возникать и другие мутации. 
Вообще, мобильные элементы индуцируют все виды хромосомных пе-
рестроек: слияние и диссоциацию репликонов, транслокации, делеции, 
инверсии, дупликации. Нередко встраивание мобильного элемента в ре-
гуляторный или кодирующий участок приводит к снижению экспрессии 
соответствующего гена. В некоторых случаях – наоборот: промотор, 
расположенный внутри самого транспозона, индуцирует экспрессию со-
седнего гена, который ранее был молчащим. Совместно с плазмидами и 
фагами мобильные элементы перемещают гены между разными орга-
низмами и вносят весомый вклад в их изменчивость. 
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1.4. Экспрессия генов 
 
Наследственная информация, записанная языком последователь-
ности нуклеотидов, у большинства организмов (кроме РНК-содержащих 
вирусов) хранится в ДНК. Последовательность триплетов нуклеотидов в 
генах определяет последовательность аминокислот в полипептидах или 
рибонуклеотидов в молекулах транспортных и рибосомных РНК. Для 
того чтобы генетическая программа реализовалась (синтезировались 
нужные белки и РНК), требуется участие аппарата экспрессии генов. 
Под процессом экспрессии генов понимают синтез матричных РНК и 
белков. При этом мРНК выступают в роли посредников между ДНК и 
белком: синтез белка всегда осуществляется на однонитевых мРНК (при 
участии рибосом), а сами мРНК всегда синтезируются на двухнитевых 
ДНК. Оба процесса относятся к числу матричных и подлежат регуляции, 
которая существенным образом сказывается на уровне клеточного 
метаболизма. 
Транскрипция ДНК. Экспрессия всех генов начинается с транс-
крипции их нуклеотидной последовательности. Транскрипция – это 
процесс перевода информации, записанной на языке последователь-
ности дезоксирибонуклеотидов в смысловой цепи ДНК, на язык 
последовательности рибонуклеотидов в мРНК. При этом определен-
ный участок одной из двух цепей ДНК (антисмысловой) используется 
как матрица для синтеза РНК путем комплементарного спаривания 
оснований.  
Ферментами, катализирующими процесс транскрипции, служат 
ДНК-зависимые РНК-полимеразы. Причем у прокариот, например в 
клетках кишечной палочки, обнаружен лишь один тип этого фермен-
та, который синтезирует все три типа РНК (мРНК, тРНК, рРНК). 
В отличие от них эукариоты имеют три разные ДНК-зависимые РНК-
полимеразы, каждая из которых ответственна за транскрипцию генов, 
кодирующих разные типы клеточных РНК. Наилучшим образом про-
цесс транскрипции, а также его ферментативное оснащение изучены у 
прокариот. Бактериальные РНК-полимеразы – это сложные белки, со-
стоящие из нескольких разных субъединиц. Наиболее изученный 
фермент – холофермент РНК-полимераза E. coli, который содержит 
пять разных полипептидных субъединиц – две α-цепи, одну β- и одну 
β′-цепи, σ- и ω-цепи. Альтернативная форма фермента, называемая 
кором, или миниферментом, лишена σ-субъединицы. Кор-фермент 
катализирует большинство реакций транскрипции ДНК в РНК, однако 
не может инициировать синтез РНК в нужном месте, поскольку не 
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способен узнавать промоторные сайты. Точное связывание и инициа-
ция в промоторах происходят только после добавления к кор-
ферменту σ-субъединицы и образования холофермента. 
Как и другие матричные процессы, транскрипция включает три 
стадии – инициацию, элонгацию и терминацию. 
Инициация транскрипции. Для этого процесса необходимы хо-
лофермент, специальная последовательность нуклеотидов в ДНК 
(промотор) и набор нуклеозидтрифосфатов. Транскрипция иницииру-
ется при образовании стабильного комплекса между холоферментом 
и специфической последовательностью, называемой промотором и 
располагающейся в начале всех транскрипционных единиц. Промо-
тор – это участок молекулы ДНК, состоящий примерно из 40 п. н. и 
расположенный непосредственно перед участком инициации транс-
крипции. В нем различают две важные и достаточно консервативные 
по составу последовательности. Одна из них состоит из 6 или 7 нук-
леотидов (чаще ТАТААТ) и расположена на расстоянии примерно 
10 нуклеотидов от первого транскрибируемого нуклеотида (+1); этот 
сигнал обычно обозначают как –10-последовательность, или последо-
вательность Прибнов-Бокс – в честь ее первооткрывателя. В данном 
сайте РНК-полимераза связывается с ДНК. Вторая последователь-
ность расположена на расстоянии примерно 35 нуклеотидов до сайта 
инициации и служит участком распознавания промотора РНК-
полимеразой (рис. 1.24). 
 
 
Рис. 1.24. Структура промотора E. coli 
 
Когда РНК-полимераза связывается с промотором, происходит 
локальное расплетение двойной спирали ДНК и образуется открытый 
промоторный комплекс. В нем происходит копирование последова-
тельности нуклеотидов смысловой, или (+)-цепи ДНК, имеющей на-
правление 5′ → 3′. При этом синтез мРНК всегда начинается с нуклео-
тидов А или G. Вторая, антисмысловая цепь ДНК, служит матрицей 
для синтеза цепочки РНК (рис. 1.25). 
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Рис. 1.25. Матричный принцип процесса транскрипции 
 
Транскрипция аналогична репликации в том смысле, что порядок 
присоединения рибонуклеотидов определяется комплементарным 
спариванием оснований (рис. 1.25). После формирования первых не-
скольких фосфодиэфирных связей (обычно 5–10) σ-субъединица от-
деляется от инициирующего комплекса, и дальнейшая транскрипция 
осуществляется с помощью кор-фермента. 
Элонгация транскрипции. Растущая цепь РНК остается связан-
ной с ферментом и спаренной своим растущим концом с участком 
матричной цепи. Остальная часть образовавшейся цепи не связана ни 
с ферментом, ни с ДНК. По мере продолжения транскрипции движу-
щийся вдоль цепи ДНК кор-фермент действует подобно застежке 
«молния», расплетая двойную спираль, которая замыкается позади 
фермента, и, таким образом, восстанавливается ее исходная дуплекс-
ная структура. «Раскрытая» ферментом область ДНК простирается 
всего на несколько пар нуклеотидов (рис. 1.26). 
 
 
Рис. 1.26. Транскрипция ДНК:  
в локальном участке «расплетенной» ДНК работает кор-фермент,  
синтезируя цепь мРНК в направлении 5′-Р → 3′-ОН 
 
Наращивание РНК идет в направлении от 5′-конца к 3′-концу 
вдоль матричной (–)-цепи, ориентированной в направлении 3′ → 5′, 
т. е. антипараллельно. Транскрипция непрерывно продолжается до тех 
пор, пока фермент не достигнет сайта терминации транскрипции. 
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Терминация транскрипции. Последовательности ДНК, являю-
щиеся сигналами остановки транскрипции, называются транскрипци-
онными терминаторами. Они содержат инвертированные повторы, 
благодаря чему 3′-концы РНК-транскриптов складываются с образо-
ванием шпилек разной длины (рис. 1.27). 
 
 
Рис. 1.27. Пример шпильки в составе мРНК,  
на которой заканчивается процесс транскрипции 
 
Обнаружены два типа сигналов терминации – ρ-зависимый и  
ρ-независимый терминаторы (ρ – это олигомерный белок, прочно свя-
зывающийся с РНК и в этом состоянии гидролизующий АТР до ADP 
и неорганического фосфата). В одной из моделей действие ρ-белка 
объясняется тем, что он связывается с синтезируемой цепью РНК и 
перемещается вдоль нее в направлении 5′ → 3′ к месту синтеза РНК; 
необходимая для его перемещения энергия выделяется при гидролизе 
АТР. Если ρ-белок наталкивается на образующуюся в РНК шпильку, 
он останавливает полимеразу, которая могла бы продолжить транс-
крипцию. Механизм ρ-независимой терминации изучен хуже, в нем 
остается много неясного.  
В большинстве случаев первичные транскрипты, образующиеся 
описанным выше способом, не являются зрелыми молекулами РНК, а 
требуют процесса созревания, который называется процессингом РНК. 
Процессинг сильно отличается для прокариотических и эукариотиче-
ских РНК. 
У прокариот первичные транскрипты, сформированные при 
транскрипции генов, кодирующих белки, функционируют в качестве 
мРНК без последующей модификации, или процессинга. Причем 
трансляция мРНК часто начинается даже до завершения синтеза  
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3′-конца транскрипта. Совсем иная ситуация наблюдается для моле-
кул прокариотических рРНК и тРНК. В этом случае кластеры рРНК- 
или тРНК-генов часто транскрибируются с образованием единой цепи 
РНК. Для формирования зрелых функциональных форм должны про-
изойти специфическое надрезание первичных РНК-транскриптов и 
модификация. Эти молекулярные события и называют процессингом 
РНК, или посттранскрипционной модификацией. Начальное рас-
щепление первичных транскриптов на фрагменты, содержащие либо 
тРНК, либо 16 S-, 23 S- или 5 S-рРНК-последовательности, осуществ-
ляет эндонуклеаза РНК-аза ІІІ. Ее мишенями служат короткие дуплек-
сы РНК, образующиеся при внутримолекулярном спаривании основа-
ний в последовательностях, фланкирующих каждый из РНК-сегмен-
тов. Эти комплементарные последовательности формируют шпильки, 
в состав которых РНК-аза вносит разрывы, после чего лишние после-
довательности спейсерных областей удаляются другими РНК-азами. 
Молекулы тРНК вначале синтезируются в виде про-тРНК, которая 
примерно на 20% длиннее, чем зрелая. Лишние последовательности, 
расположенные у 5′- и 3′-концов, удаляются рибонуклеазами Q и P. 
Кроме этого, для образования зрелой функциональной тРНК, по-
видимому, должны произойти специфическая модификация основа-
ний и присоединение одного, двух или всех трех нуклеотидов  
3′-ССА-конца (акцепторная ветвь). 
Созревание РНК у эукариот осуществляется гораздо сложнее. Во-
первых, у эукариот существует ядро, которое отделено от цитоплазмы 
ядерной мембраной. В ядре осуществляется образование первичных 
транскриптов, которые имеют бoльшую длину, чем цитоплазматиче-
ская мРНК, участвующая в трансляции. Следовательно, образованию 
зрелой мРНК у эукариот должно предшествовать удаление интронов 
из последовательности гяРНК-транскрипта. Этот процесс называется 
сплайсингом (от англ. to splice – сплетать, сращивать). После удале-
ния последовательностей, соответствующих интронам, происходит 
соединение участков, которые транскрибированы с экзонов. Сплай-
синг катализируется комплексами белков с РНК (мяРНП), которые, 
взаимодействуя с гяРНК, образуют сплайсому. Полагают, что катали-
тической активностью в сплайсоме обладает РНК-составляющая. Та-
кие РНК называют рибозимами. Место сплайсинга в сплайсомах оп-
ределяется с высокой точностью, поскольку ошибка даже в 1 ну-
клеотид может привести к искажению структуры белка. Для точного 
узнавания в составе интронов есть специфические последовательно-
сти – сигналы. 
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Кроме сплайсинга, мРНК у эукариот подвергается модификации: на 
5′-конце синтезируется «кэп» (шапочка) – структура, представляющая 
собой метилированный остаток гуанозинтрифосфата, который защищает 
РНК от гидролиза 5′-экзонуклеазами. На 3′-конце про-мРНК синтезиру-
ется полиаденилатная последовательность длиной 150–200 нуклеотидов, 
которая называется «шлейф». Эти структуры принимают участие в ре-
гуляции экспрессии эукариотических генов. Процессинг рРНК и тРНК у 
эукариот осуществляется аналогично таковому у прокариот. 
Регуляция генной экспрессии на уровне транскрипции. Каждая 
клетка целого организма или популяции содержит полный набор генов, 
свойственный для данного вида (штамма). Однако в любой момент 
времени в клетке функционируют (экспрессируются) не все гены, а 
лишь те, в продуктах которых имеется потребность. Такое распределе-
ние «обязанностей» между генами возможно благодаря существованию 
механизмов регуляции генной экспрессии, которые функционируют на 
разных уровнях. С помощью этих механизмов клетка экономит свои 
ресурсы: в каждый конкретный момент она синтезирует определенный 
ограниченный набор веществ, а не весь возможный их спектр и, кроме 
того, осуществляет координацию метаболических путей. 
Среди нескольких уровней регуляции экспрессии генов наиболее 
существенной и часто используемой является регуляция синтеза фер-
ментов, которая осуществляется на уровне транскрипции. Суть такого 
типа регуляции сводится к ускорению или замедлению процессов 
транскрипции определенных генов, что в конечном итоге отражается 
на скорости синтеза их продуктов. Различают позитивную и негатив-
ную регуляцию транскрипции. Негативная регуляция предусматрива-
ет торможение инициации транскрипции за счет связывания с опера-
торной областью белков-репрессоров; позитивная регуляция, наобо-
рот, охватывает события «включения» транскрипции, которые также 
обусловливаются присоединением к оператору специфических бел-
ков (в данном случае их называют активаторами). 
Наилучшим образом регуляция синтеза ферментов изучена у про-
кариот. Их особенностью является организация генов, участвующих в 
одном метаболическом пути, в опероны. Это дает возможность прока-
риотам «включать» и «выключать» транскрипцию группы генов (вхо-
дящих в оперон) одновременно. Несколько разных типов регуляции 
инициации транскрипции (оперонной регуляции) будут рассмотрены 
в данной теме на примерах двух оперонов E. coli – лактозном, принад-
лежащем к группе катаболитных оперонов, и триптофановом – анабо-
лическом. 
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Регуляция инициации транскрипции у эукариот осуществляется 
гораздо сложнее, чем у прокариот, но основные ее закономерности 
соблюдаются и в этом случае. 
Регуляция экспрессии лактозного оперона по типу индук-
ции. Лактозный оперон E. coli содержит регуляторную область (про-
мотор и оператор) и три структурных гена – lacZ (кодирует структуру 
β-галактозидазы), lacY (определяет структуру β-галактозидпермеазы) 
и lacA (структура β-галактозидтрансацетилазы) (рис. 1.28). Названные 
ферменты обусловливают перенос в клетку дисахарида лактозы и 
расщепление ее на глюкозу и галактозу. Транскрипция структурных 
генов лактозного оперона осуществляется согласованно: гены lacZ, 
lacY и lacA транскрибируются в одну полицистронную мРНК, которая 
транслируется с образованием почти одинаковых количеств каждого из 
ферментных белков. Недалеко от лактозного оперона на хромосоме 
E. coli располагается ген I, кодирующий структуру белка-репрессора. 




Рис. 1.28. Лактозный оперон (lac) E. coli  и тесно сцепленный  
с ним ген lac-репрессора (lacI): Р – промотор; О – оператор 
 
Когда клетки кишечной палочки выращиваются на среде с глюко-
зой в качестве единственного источника углерода, они содержат очень 
мало белков – продуктов структурных генов лактозного оперона 
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(примерно по 10 молекул на клетку). В присутствии лактозы и других 
β-галактозидов концентрация этих белков возрастает до 10 000 и бо-
лее молекул на клетку. В этом случае лактоза (β-галактозиды) служит 
индуктором синтеза названных ферментов, и это означает, что соот-
ветствующий оперон регулируется по типу индукции, т. е. кодируе-
мые им ферменты синтезируются только в присутствии индуктора. 
Механизм индукции состоит в следующем. В отсутствие индук-
тора свободный белок-репрессор (тетрамерная молекула) прочно свя-
зывается с операторной областью lac-оперона (рис. 1.29). Поскольку 
промоторная и операторная последовательности перекрываются, свя-
зывание репрессора с оператором становится помехой для присоеди-
нения РНК-полимеразы к промотору, что приводит к блокированию 
транскрипции структурных генов. Однако присутствие в клетке лак-
тозы или иного индуктора lac-оперона приводит к образованию ком-
плекса индуктора с репрессором, который утрачивает сродство к опе-
ратору и освобождает регуляторную область (рис. 1.29). Осуществля-
ется транскрипция структурных генов, и на сформированной мРНК 
синтезируются соответствующие белки. 
 
 
Рис. 1.29. Репрессия lac-оперона гомотетрамерным lac-репрессором (вверху)  
и индукция lac-оперона после связывания с репрессором 
β-галактозидного индуктора (внизу) 
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Таким образом, существование явления индукции позволяет клет-
ке экономить свои ресурсы, поскольку обеспечивает транскрипцию 
индуцибельных генов и синтез соответствующих ферментов не посто-
янно, а только при наличии индуктора в среде. 
У бактерий E. coli получены мутации, которые выражаются в 
уменьшении или исчезновении сродства репрессора к оператору. 
У таких мутантов наблюдается конститутивный синтез ферментов 
лактозного оперона, т. е. его экспрессия происходит и в отсутствие 
индуктора. 
Регуляция синтеза ферментов по типу индукции относится к нега-
тивному контролю. Кроме этого, работа лактозного и многих других 
оперонов подвержена позитивной регуляции, которую можно рас-
смотреть на примере катаболитной репрессии. 
Регуляция работы лактозного оперона по типу катаболитной 
репрессии. Позитивная регуляция транскрипции лактозного оперона 
заключается в связывании активаторного комплекса со специфической 
последовательностью, расположенной в самом начале lac-промотора. 
Это приводит к стимулированию процесса транскрипции lac-оперона, в 
результате чего скорость синтеза соответствующей мРНК увеличива-
ется почти в 50 раз. Данный феномен пока не имеет окончательного 
объяснения, однако существует несколько гипотез, описывающих 
процесс стимулирования транскрипции. Согласно наиболее распро-
страненной из них, активаторный комплекс связывается с той частью 
промотора, которая непосредственно прилегает к сайту присоедине-
ния РНК-полимеразы (рис. 1.30) и усиливает сродство этого фер-
мента к промотору. Альтернативная гипотеза заключается в том, 
что связывание активаторного комплекса с промотором предот-
вращает присоединение РНК-полимеразы к расположенному побли-
зости слабому промотору и увеличивает тем самым вероятность свя-
зывания фермента с «правильным» промоторным сайтом. 
 
 
Рис. 1.30. Нуклеотидные последовательности, принимающие участие 











Функцию активатора транскрипции в данном случае выполняет 
комплекс циклического АМР (сАМР) с белком – активатором катабо-
лизма (САР, от англ. Catabolite activator protein). Этот комплекс вы-
полняет аналогичные функции и при регуляции экспрессии многих 
других катаболитных оперонов. Свободный белок САР не способен 
связываться со специфической последовательностью в составе промо-
тора и требует участия сАМР.  
При этом сАМР образуется из АТР (рис. 1.31) в ходе фермента-
тивного превращения в ответ на различные клеточные события и сиг-
налы. Это вещество-посредник принимает участие во многих процес-
сах, и с его помощью осуществляется регуляция различных граней 
клеточного метаболизма. Содержание сАМР в клетке контролируется 
с помощью двух уравновешивающих друг друга процессов – синтеза 
при участии аденилатциклазы (рис. 1.31) и деградации под действием 
фосфодиэстеразы. Глюкоза ускоряет распад сАМР и ингибирует про-
цесс его синтеза, т. е. в присутствии глюкозы наблюдается низкий, а в 
отсутствие – высокий уровень сАМР в клетке. 
 
 
Рис. 1.31. Синтез циклического АМР (сАМР) из АТР 
 
Таким образом, содержание сАМР и, соответственно, активатор-
ного комплекса сАМР – САР зависит от наличия в клетке глюкозы. 
У бактерий, растущих на глюкозе, концентрация этих веществ очень 
низкая, поэтому даже в присутствии индукторов транскрипция лак-
тозного и подобных ему оперонов не осуществляется, и в клетке не 
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ветствующих сахаров (лактозы, арабинозы, галактозы и др.). Это яв-
ление и обозначают термином «катаболитная репрессия». 
Регуляция работы триптофанового оперона по типу репрес-
сии. Триптофановый оперон E. coli содержит в своем составе пять 
структурных генов (trpE, trpD, trpC, trpB, trpA), определяющих ами-
нокислотные последовательности пяти ферментов, участвующих в 
превращении хоризмата в триптофан. Кроме этого, в состав оперона 
входит лидерный сегмент trpL и регуляторная область (перекрываю-
щиеся последовательности промотора и оператора), принимающие 
участие в регуляции транскрипции структурных генов (рис. 1.32). 
В ином сайте нуклеоида кишечной палочки (на достаточном удалении 




Рис. 1.32. Триптофановый оперон (trp-оперон) E. coli. Продукты структурных  
генов: а1 – антранилатсинтаза, компонент I; а2 – антранилатсинтаза, 
компонент II – фосфорибозилантранилаттрансфераза;  
pr – фосфорибозилантранилатизомераза-индолглицерофосфатсинтетаза;  
t1 – триптофансинтетаза β; t2 – триптофансинтетаза α.  
Промежуточные метаболиты: PR – фосфорибозил;  
CdRP – карбоксифениламинодезоксирибулозофосфат;  
InGP – индолглицерофосфат; PRPP – фосфорибозилпирофосфат 
 
Структурные гены trp-оперона транскрибируются в виде поли-
цистронной мРНК длиной 7000 нуклеотидов. Синтез мРНК иниции-
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оператором (рис. 1.32). Транскрипция контролируется взаимодейст-
вием с оператором белка-репрессора, эффектором которого служит 
конечный продукт данного биосинтетического пути – триптофан. Ко-
гда в клетке присутствует свободный триптофан, он связывается с ре-
прессором и оказывает аллостерическое воздействие на структуру по-
следнего, в результате чего репрессор приобретает способность проч-
но связываться с оператором. В этом случае триптофан выполняет 
роль корепрессора триптофанового оперона. 
Связывание комплекса триптофан – репрессор с операторной об-
ластью препятствует правильному взаимодействию РНК-полимеразы 
с промотором, поскольку последовательности оператора и промотора 
перекрываются. Транскрипция trp-оперона блокируется, и ферменты, 
участвующие в синтезе триптофана, не образуются. 
В отсутствие триптофана не происходит связывания свободного 
белка-репрессора с оператором, и транскрипция оперона не наруша-
ется. В данном случае происходит интенсивный синтез пяти фермен-
тов, превращающих хоризмат в триптофан. Благодаря процессам ре-
гуляции содержание этих ферментов в клетке E. coli может различаться 
до 700 раз в зависимости от внутриклеточного уровня триптофана. 
С помощью репрессии регулируется работа и других оперонов, в 
частности тех, которые участвуют в биосинтезе других аминокислот. 
Для некоторых из этих оперонов характерен еще один способ регуля-
ции – аттенуация. 
Аттенуация экспрессии триптофанового оперона. Этот способ 
регуляции экспрессии trp-оперона связывает между собой два процес-
са – транскрипцию и трансляцию. В нем задействован регуляторный 
сегмент ДНК, расположенный перед структурным геном trpЕ. Этот 
так называемый лидерный сегмент trpL содержит аттенуаторную по-
следовательность длиной около 145 п. н. При наличии свободного 
триптофана в клетке осуществляется транскрипция аттенуаторной по-
следовательности, после чего происходит ее преждевременная терми-
нация и отделение trp-лидерной мРНК (145 нуклеотидов). При отсут-
ствии триптофана преждевременной терминации не происходит, и 
транскрибируется полноразмерная триптофановая мРНК. Таким обра-
зом, в составе аттенуаторной последовательности содержится сигнал, 
регулирующий транскрипцию структурных генов. 
Секвенс-анализ аттенуаторной последовательности позволил об-
наружить в ее составе три необычных сегмента. Один из них кодирует 
структуру короткого полипептида, в состав которого входит 14 ами-
нокислот, в том числе два расположенных рядом остатка триптофана; 
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два других сегмента содержат инвертированные повторы, способ-
ные образовывать шпильки разной структуры при спаривании ком-
плементарных нуклеотидов. Одна из двух шпилечных структур не 
препятствует процессу транскрипции, а вторая опосредует ρ-
независимую преждевременную терминацию транскрипции. Какая 
именно из двух шпилечных структур будет реализована, зависит от 
концентрации триптофана в клетке: при его отсутствии (или невы-
соком содержании) не может полностью синтезироваться короткий 
пептид, содержащий два тандемных повтора данной аминокисло-
ты, и это служит сигналом для формирования шпильки, не препят-
ствующей транскрипции. При содержании триптофана в клетке на 
уровне от среднего до высокого происходит синтез короткого пеп-
тида, кодируемого аттенуаторной последовательностью, и в этом 
случае рибосомы доходят до терминирующего кодона в лидерной 
мРНК, что обусловливает формирование шпилечной структуры, 
прерывающей дальнейший процесс транскрипции. Таким образом, 
аттенуация преждевременной терминации транскрипции происхо-
дит при низком содержании или почти полном отсутствии трипто-
фана в клетке, и сигналом для этого служит особое положение ри-
босомы на лидерной мРНК. 
Экспрессия триптофанового, а также некоторых других анаболи-
ческих оперонов (гистидинового, треонинового, изолейцинвалиново-
го) достигает максимума в отсутствие репрессии и при максимальной 
аттенуации терминации транскрипции. 
Трансляция генетического кода. Трансляция – это процесс де-
кодирования мРНК, в результате которого информация с языка по-
следовательности нуклеотидов в мРНК переводится (транслируется) 
на язык последовательности аминокислот в полипептидной молекуле. 
Декодирование мРНК осуществляется в направлении 5′ → 3′. В про-
цессе трансляции различают следующие стадии: 
1) активация аминокислот; 
2) аминоацилирование тРНК; 
3) собственно трансляция. 
Активация аминокислот. Это процесс присоединения амино-
кислоты посредством ее карбоксильной группы к α-фосфату АТР с 
помощью специфической аминоацил-тРНК-синтетазы (рис. 1.33). Ре-
акция сопровождается высвобождением неорганического пирофосфа-
та и образованием аминоацил-аденилата (АК-АМР). Аминоацил-
аденилат обладает очень высокой реакционной способностью и ста-
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билизируется благодаря прочному связыванию с ферментом. Данный 
процесс характеризуется высокой специфичностью: для каждой ами-



















































Аминоацил-аденилат-ферментный комплекс  
Рис. 1.33. Активация аминокислот в ходе трансляции 
 
Аминоацилирование тРНК. Представляет собой перенос ами-
ноацильной группы от связанного с ферментом аминоацил-аденилата 
на 2′- или 3′-ОН-группу концевой рибозы тРНК в акцепторной ветви 
(рис. 1.34).  
Ключевой особенностью реакции, приводящей к аминоацилиро-
ванию тРНК, является специфичность участвующих в ней ферментов. 
Присоединение к тРНК каждой из 20 аминокислот, встречающихся в 
белках, катализируется определенной аминоацил-тРНК-синтетазой. 
Фермент должен отличить одну аминокислоту от 19 других и перене-
сти ее к одной или нескольким изоакцепторным тРНК из имеющихся 
примерно 75 других тРНК. 
При этом следует подчеркнуть высокое сходство в структуре 
многих аминокислот (лейцин, валин и изолейцин; валин и треонин; 
аспарагиновая и глутаминовая кислоты и др.), а также удивительное 























































Рис. 1.34. Образование аминоацил-тРНК 
 
Поэтому даже очень высокой специфичности, присущей данным 
ферментам, оказывается недостаточно, чтобы не допустить ошибок. 
Синтетазы могут исправлять ошибки, возникающие при присоедине-
нии. Это имеет место при гидролизе связи между аминокислотой и 
АМР в комплексе фермент – аминоацил-аденилат. В таком случае 
формирование ошибочно аминоацилированной тРНК предотвраща-
ется. Напротив, механизм, с помощью которого удалялась бы уже 
присоединенная к тРНК неправильная аминокислота, отсутствует.  
В таких случаях аминокислота занимает неправильную позицию в 
белке. Частота таких ошибок очень низка (например, в гемоглобине 
кролика 10–5). 
Собственно трансляция. Процесс трансляции осуществляется 
на рибосомах – клеточных органеллах, представляющих собой слож-
ный комплекс из белков и молекул РНК. В течение всего процесса 
синтеза белка растущая полипептидная цепь, мРНК и очередная ами-
ноацил-тРНК остаются прикрепленными к рибосоме. У прокариот и 
эукариот рибосомы различаются по величине и составу (рис. 1.35). 
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Коэффициент седиментации рибосом прокариот составляет 70 S (S – 
сведберг, единица измерения скорости, с которой частица оседает при 
центрифугировании; 1S = 10–13 с), а у эукариот для рибосом, обнару-
живаемых в цитоплазме, он равен 80 S. 
 
 
Рис. 1.35. Структура и состав рибосом  
прокариотических и эукариотических клеток 
 
При определенных условиях рибосомы могут диссоциировать на 
большую и малую субчастицы, а каждая субчастица, в свою очередь, 
на составляющие молекулы белка и РНК (рис. 1.35). Все эти компо-
ненты могут снова ассоциировать с образованием функционально ак-
тивной рибосомы, если созданы соответствующие условия. 
Электронно-микроскопические исследования 70 S-рибосом по-
казали, что малая и большая субчастицы соприкасаются в несколь-
ких точках, причем между ними образуется бороздка, необходимая 
для размещения мРНК во время трансляции. Для понимания про-
цесса трансляции важны два основных в функциональном отноше-
нии участка на 70 S-рибосоме. Участок (сайт) А служит для при-
























В процессе трансляции, кроме аминоацил-тРНК и рибосом, при-
нимает участие большое количество вспомогательных белков – фак-
торов инициации, элонгации и терминации транскрипции. 
Суть процесса трансляции состоит в последовательном декодиро-
вании мРНК в направлении 5′ → 3′ с помощью аминоацилированных 
тРНК, в ходе которого происходит последовательная конденсация 
аминокислотных остатков, начиная с амино-N-конца полипептидной 
цепи в направлении к карбоксильному С-концу. Матричный принцип 
процесса соблюдается при узнавании комплементарных нуклеотидов 
в составе очередного кодона мРНК и антикодона тРНК. Наиболее 
полно трансляция изучена у прокариот, и механизм этого процесса 
будет рассмотрен на примере трансляции у E. coli.  
Инициация трансляции. Считывание мРНК начинается с кодона 
AUG, который обозначает 5′-конец кодирующей последовательности 
и детерминирует N-концевую (первую) аминокислоту синтезируемого 
полипептида. Для инициации трансляции необходимо наличие 30 S-
субчастицы рибосомы, которая связывается в комплекс с белками – 
факторами инициации (IF1, IF2, IF3), GTP и Fmet-тРНК. Такой пол-
ный комплекс связывается с 5′-концом кодирующей последовательно-
сти мРНК вблизи кодона AUG. Очевидно, IF2 способен отличить 
Fmet-тРНК (формил-метионин-тРНК) от met-тРНК, которая связыва-
ется с кодонами AUG во внутренней части мРНК, но не может начать 
трансляцию со стартового кодона AUG. Эта специфичность обеспечи-
вается N-формильной группой, отсутствующей у met-тРНК.  
Распознавание стартового кодона осуществляется следующим об-
разом. Связывание 30 S-субчастицы с мРНК находится под строгим 
контролем нуклеотидной последовательности, расположенной при-
мерно за 10 нуклеотидов до 5′-конца стартового кодона. Взаимодейст-
вию способствует комплементарное спаривание этой богатой пурина-
ми последовательности с полипиримидиновым участком, находящим-
ся в составе 16 S-рРНК. Процесс инициации зависит от многих 
условностей в структуре взаимодействующих участков, в том числе от 
вторичной структуры того участка молекулы мРНК, в котором нахо-
дится стартовый кодон AUG. Это имеет значение для процессов регу-
ляции эффективности синтеза белка.  
Итак, при инициации указанный комплекс связывается с Р-сайтом 
30 S-субчастицы рибосомы, и первой аминокислотой в составе пептида 
будет формил-метионин. Далее присоединяется 50 S-субчастица рибо-
сомы и формируется 70 S-инициирующий комплекс (рис. 1.36). Источ-
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ником энергии для инициации синтеза белка служит расщепление 
GTP до GDP и неорганического фосфата. 
 
 
Рис. 1.36. Трансляция генетического кода:  
1 – образование 70 S-инициирующего комплекса; 2 – связывание  
аминоацил-тРНК с участком А рибосомы; 3 – формирование пептидной связи;  
4 – транслокация рибосомы (в процессе элонгации повторяются стадии 2–4) 
 
Элонгация трансляции. Для образования первой пептидной свя-
зи необходимо, чтобы аминоацил-тРНК, соответствующая следующе-
му кодону, заняла А-участок рибосомы. Для этого аминоацил-тРНК 
должна сначала связать белок EF-Tu (один из факторов элонгации) 
и GTP. Образовавшийся тройной комплекс (аминоацил-тРНК –  
[EF-Tu – GTP]) и доставляет аминоацил-тРНК к А-участку. GTP в это 
время гидролизуется, и комплекс (EF-Tu – GDP) отделяется от рибо-
сомы. Когда оба участка, А и Р, заняты, пептидилтрансферазная ак-
тивность 50S-субчастицы катализирует перенос группы Fmet с ее 
тРНК на аминогруппу аминоацил-тРНК, находящуюся в А-участке 
(рис. 1.37). В результате в А-участке оказывается дипептидил-тРНК, а 







































Рис. 1.37. Образование пептидной связи  
между первыми двумя аминокислотами на рибосомах 
 
Пептидилтрансферазная активность рибосом связана, по-видимо-
му, не с белковой частью 50 S-субъединицы, а с одним из РНК-компо-
нентов – рибозимами. 
Для прочтения следующего кодона и удлинения полипептидной це-
пи еще на одну аминокислоту вся серия реакций должна повториться. 
Однако прежде чем это произойдет, свободная тРНК освобождает Р-
участок, образовавшаяся дипептидил-тРНК перемещается на него с А-
участка (при этом не происходит взаимодействия кодона с антикодо-
ном), а рибосома продвигается скачкообразно (на 3 нуклеотида) в сторо-
ну 3′-конца мРНК. Все эти процессы осуществляются с помощью фак-
тора элонгации EF-G при GTР-зависимой транслокации рибосомы. 
В результате этих трех актов освобождается участок А и экспониру-
ется следующий кодон, что позволяет начаться следующему циклу 
элонгации (рис. 1.36). Следует отметить, что при образовании каждой 
пептидной связи расходуется энергия, равная четырем энергетическим 
эквивалентам (если за один эквивалент принять энергию образования 
фосфатной связи): два эквивалента АТР потребляются при аминоацили-
ровании тРНК и два эквивалента GTР – в каждом цикле элонгации. 
Терминация трансляции. Процесс последовательной трансляции 
кодонов, в конце концов, доходит до того момента, когда в А-участке 
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оказывается один из трех терминирующих кодонов – UAG, UAA 
или UGA. В природе не существует таких тРНК, антикодоны ко-
торых соответствовали бы этим кодонам. Здесь вступают в дей-
ствие факторы терминации – RF-1 и RF-2, которые катализируют 
отсоединение полипептидной цепи от тРНК, тРНК – от рибосомы, 
а 70 S-рибосомы – от мРНК. 
После инициации трансляции 70 S-рибосома удаляется от сайта 
инициации по мере считывания каждого последующего кодона. Когда 
расстояние от рибосомы до сайта инициации достигнет величины 
100–200 нуклеотидов, в этом сайте может произойти новая инициа-
ция. Более того, как только вторая рибосома пройдет такое же рас-
стояние, может произойти третья инициация и т. д. Итак, одну и ту же 
белок-кодирующую последовательность мРНК могут одновременно 
транслировать несколько рибосом. Подобные мультирибосомные 
трансляционные комплексы называются полирибосомами, или поли-
сомами. 
Матричные РНК, состоящие из нескольких белок-кодирующих 
участков, часто транслируются последовательно: когда рибосома 
доходит до терминирующего кодона в первой последовательности, 
она отделяется от мРНК, и со следующим инициирующим участ-
ком связывается новый комплекс. Иногда этого не происходит, и 
транслирующая первую кодирующую последовательность рибосо-
ма, не отделяясь, перемещается вдоль мРНК, инициируя трансля-
цию в других сайтах. 
В некоторых случаях трансляция первой кодирующей последова-
тельности может начаться и даже завершиться еще до окончания 
транскрипции остальных последовательностей, как, например, в слу-
чае lac- или trp-оперонов E. coli. 
Особенности трансляции у эукариот. Процесс трансляции эука-
риотической мРНК в основном аналогичен таковому для прокариот. 
Однако имеется ряд отличий. Во-первых, аппараты транскрипции и 
трансляции у эукариот разобщены во времени и в пространстве, по-
скольку транскрипция осуществляется в ядре, а трансляция – в ци-
топлазме. Во-вторых, инициирующей аминоацил-тРНК у эукариот 
служит не Fmet-тРНК, а специальная инициирующая met-тРНК.  
В-третьих, на 5′- и 3′-концах эукариотических мРНК имеются особые 
структуры – «кэпы» и «шлейфы», принимающие участие в трансля-
ции. Известно, что отдельные факторы инициации трансляции узна-
ют кэпированные области для связывания с мРНК и начала процесса 
трансляции. 
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Посттрансляционная модификация белков. Образующиеся в 
процессе трансляции полипептидные молекулы часто не являются зре-
лыми, биологически активными формами белка. Для того чтобы они 
приобрели функциональную активность, требуются различные измене-
ния в их составе и структуре, которые принято называть посттрансляци-
онной модификацией. К наиболее распространенным событиям такого 
рода относятся: расщепление и укорочение цепей; фосфорилирование, 
ацетилирование, гидроксилирование, карбоксилирование определенных 
аминокислотных остатков; соединение пептидов с полисахаридами или 
липидами; связывание с простетическими группами и др. 
Примером укорочения пептидных цепей служит отщепление N-кон-
цевого формилметионина (или метионина), который включается во все 
полипептидные молекулы в процессе инициации трансляции. Это собы-
тие часто осуществляется еще на рибосомах, в начале трансляции. 
Расщепление белков-предшественников часто происходит при 
сборке капсидов сложных бактериофагов (Т4, Р2, λ, Т5), а также многих 
протеолитических белков, гормонов, нейропептидов млекопитающих. 
Например, инсулин синтезируется при трансляции в виде препроинсу-
линового полипептида и превращается в зрелый инсулин после расщеп-
ления цепи и удаления N-концевого, а также внутреннего сегмента. 
Связывание пептидов с простетическими группами можно рас-
смотреть на примере формирования функционально активного гемо-
глобина. Образованные в ходе трансляции α- и β-цепи гемоглобина 
объединяются вначале в α2β2-структуру, а затем с боковыми группами 
аминокислот обеих субъединиц связывается гем. Похожим образом 
происходит модификация пируваткарбоксилазы: для приобретения 
этим ферментом активности с определенными боковыми цепями его 
аминокислот должен ковалентно связаться биотин. 
Модификация аминокислотных остатков – широко распростра-
ненное явление. Карбоксилирование специфических остатков глута-
миновой кислоты в белках, принимающих участие в свертываемости 
крови, обусловливает возможность связывания Са2+. Для образования 
коллагена должно произойти гидроксилирование специфических про-
линовых и лизиновых остатков. Фосфорилирование и дефосфорили-
рование определенных остатков серина, треонина и тирозина прини-
мают участие в регуляции метаболизма. 
У некоторых белков на N-конце имеется короткая (15–35 остат-
ков) последовательность гидрофобных аминокислотных остатков, ко-
торые называют сигнальными последовательностями. Эти последо-
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вательности играют важную роль в транспорте белков через мембра-
ны: они узнаются сигнал-распознающими частицами в составе мем-
бран, которые опосредуют направленную транспортировку белков. 
В процессе переноса через мембрану сигнальная последовательность 
отщепляется сигнальной пептидазой. В результате белок приобретает 
функциональную активность, оказавшись в соответствующей орга-
нелле (например, лизосоме) или вне клетки. Часто процесс транспорта 
белков через мембраны происходит уже в ходе трансляции с участием 
связанных с мембранами рибосом (у эукариот это чаще всего мембра-
ны шероховатого эндоплазматического ретикулума). Такой процесс 
называют котрансляционным транспортом. 
Существование событий посттрансляционной модификации рас-
ширяет возможности клеток в регуляции метаболизма. Изменения 
концентрации или активности ферментов, участвующих в модифика-
ции белков, приводят к снижению или увеличению концентрации по-
следних, а следовательно, и к изменению скорости соответствующих 
процессов. 
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2. ОСНОВЫ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ 
ИНЖЕНЕРИИ 
 
2.1. Принципы и инструменты генетической инженерии 
 
Генетическая инженерия (ГИ) представляет собой комплекс мо-
лекулярно-генетических методов, позволяющих осуществлять целе-
направленное конструирование организмов путем манипуляций in vi-
tro с их наследственным аппаратом. 
Стратегия ГИ (молекулярное клонирование) заключается в сле-
дующем: 
1) из клеток или вирусов выделяют фрагменты ДНК, содержащие 
интересующие экспериментатора гены; можно искусственно синтези-
ровать сегменты ДНК с определенной последовательностью нуклео-
тидов, в том числе гены; 
2) в небольшую молекулу ДНК, способную реплицироваться в 
клетке хозяина (бактерии, дрожжи, растения, животные), фермента-
тивно встраивают полученные фрагменты ДНК; 
3) образующиеся при этом молекулы (гибридные ДНК) вводят 
одним из способов в прокариотические или эукариотические клетки, 
где они реплицируются, обеспечивая тиражирование в своем составе 
встроенных фрагментов ДНК; 
4) определенными методами отбирают клоны клеток, содержащих 
индивидуальные типы молекул гибридных ДНК; 
5) полученные клетки, продуцирующие чужеродные белки, мож-
но использовать для производства целевых продуктов, а кроме того, 
можно всесторонне изучать выявленные гибридные ДНК, в частности 
исследовать функционирование чужеродной ДНК в гетерологичном 
окружении.  
В основе методологии ГИ лежат основные принципы молекуляр-
ной биологии, а именно: 
– во всех клетках носителем генетической информации является 
ДНК, которая определяет структуру белков; 
– для хромосомальной ДНК любых организмов характерен еди-
ный генетический код – он универсален; 
– процессы репликации ДНК, транскрипции и трансляции осуществ-
ляются в клетках всех типов с соблюдением единых закономерностей. 
Созданные методами ГИ молекулы ДНК называют рекомби-
нантными, или гибридными. Правильнее называть их гибридными, 
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поскольку рекомбинантные ДНК могут возникать и при генетическом 
обмене in vivo в результате естественной гомологичной или сайт-
специфической рекомбинации, но эти события не принято относить к 
категории ГИ. Белки, структура которых кодируется гибридными 
ДНК, принято называть химерными. Чужеродные гены, вводимые в 
клетки методами ГИ, часто называют трансгенами, а организмы, ге-
ном которых содержит чужеродный генетический материал, включен-
ный методами ГИ, – трансгенными организмами. 
Методы ГИ обеспечивают возможность создания принципиально 
новых микробных продуцентов биологически активных веществ, а 
также животных и растений, несущих функционально активные 
трансгены. Более того, появилась возможность искусственно созда-
вать гены, кодирующие химерные полипептиды, обладающие свой-
ствами двух или более природных белков.  
Ферменты генетической инженерии. Возможность проведения 
различных манипуляций с ДНК in vitro зависит от наличия препаратов 
ферментов, которые обеспечивают разрезание, модификацию и лиги-
рование (воссоединение) ДНК. В ГИ используют следующие классы 
ферментов: нуклеазы, фосфомоноэстеразы, полинуклеотидкиназы, ли-
газы, ДНК- и РНК-зависимые ДНК-полимеразы и некоторые другие. 
Нуклеазы. Эти ферменты расщепляют молекулы нуклеиновых ки-
слот: одни из них действуют на ДНК, другие – на РНК, есть ферменты, 
способные в качестве субстратов расщеплять как ДНК, так и РНК. Среди 
нуклеаз различают экзонуклеазы (расщепляют полинуклеотидные суб-
страты, имеющие свободные концы, при этом расщепление идет либо 
непосредственно с концов цепей, либо вблизи от них). Эндонуклеазам 
свободные концы не требуются, поэтому они могут гидролизовать коль-
цевые молекулы ДНК. Разрезание осуществляется по внутренним фос-
фодиэфирным связям с образованием фрагментов разной длины. Особое 
значение для ГИ имеют эндонуклеазы рестрикции, которые обладают 
двумя важными особенностями – способностью узнавать специфические 
короткие нуклеотидные последовательности в ДНК и широким разнооб-
разием этих ферментов, каждый из которых уникален в структуре узна-
ваемых сайтов. Большинство рестриктаз разрезает ДНК с обнажением 
«липких» концов (Есо RI), но есть также ферменты, разрезающие палин-
дромные последовательности с образованием «тупых» концов. 
Фосфомоноэстеразы (фосфатазы). Эти ферменты способны от-
щеплять концевые фосфомоноэфирные группы от ДНК. 
Полинуклеотидкиназа. Данный фермент кодируется геномом 
фага Т4 E. coli. В ходе реакции фермент специфически фосфорилиру-
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ет 5′-концевые гидроксильные группы ДНК и РНК (3′-группы не фос-
форилируются). Этот фермент часто используется в ГИ для мечения 
5′-конца нуклеотидной цепи с помощью радиоактивного 32Р. Последо-
вательное действие фосфатазы и полинуклеотидкиназы приводит к 
замещению немеченого 5′-концевого фосфомоноэфира на радиоак-
тивный без других изменений в цепи. 
Лигазы. При получении гибридных молекул ДНК требуется объ-
единение in vitro сегментов ДНК из различных источников. Лигазы как 
раз и осуществляют ковалентное сшивание фрагментов ДНК путем обра-
зования фосфодиэфирных связей между соседними нуклеотидами. Для 
этого в большинстве случаев требуется отжиг цепей с комплементарными 
«липкими» концами. Однако лигаза, кодируемая фагом Т4, способна с 
невысокой эффективностью лигировать «тупые» концы ДНК. 
ДНК-полимеразы. Они описаны в подразд. 1.1. Из них в ГИ чаще 
всего используют Роl-I. С ее помощью, например, фрагменты с «лип-
кими» концами превращают во фрагменты с «тупыми» концами. 
Терминальная дезоксинуклеотидилтрансфераза. Этот фермент 
полимеризует нуклеотиды, не используя никаких матриц, а в осталь-
ном он похож на ДНК-полимеразы. С его помощью можно, например, 
к молекулам ДНК, не имеющим «липких» концов, присоединить та-
кие концы. В частности, если большие молекулы ДНК продавливать 
через сито или энергично перемешивать раствор, происходят много-
численные ее разрывы с образованием «тупых» концов. Если к одно-
му набору фрагментов присоединить poly(dT), а к другому – poly(dA) 
и смешать эти фрагменты, то произойдет их соединение друг с дру-
гом. Пробелы, образующиеся из-за неравной длины хвостов, могут 
быть заполнены Роl-I, а концы сшиты лигазой. Такой подход исполь-
зовался при конструировании первой гибридной молекулы ДНК. 
Кроме этого, инструментами ГИ являются векторные ДНК, кото-
рые будут рассмотрены позже совместно с технологией создания гиб-
ридных ДНК. 
Получение генов. Итак, первой задачей ГИ является получение ге-
нов, которые в дальнейшем будут использоваться для создания гибрид-
ных ДНК. Эту задачу можно решать двумя принципиально различными 
способами – искать в составе какой-либо ДНК или синтезировать ис-
кусственно необходимый ген (например, структура продукта которого 
известна) либо получить весь (или почти весь) набор генов какого-
нибудь организма, проанализировать его и выявить искомый ген. 
В настоящее время используется три основных способа получе-
ния нужных генов:  
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– выделение из состава ДНК; 
– химико-ферментативный синтез (in vitro); 
– транскрипция изолированной из клетки матричной РНК с по-
мощью обратной транскриптазы (РНК-зависимой ДНК-полимеразы, 
ревертазы). 
Выделение генов из ДНК. Большинство методик в генетической 
инженерии основано на вырезании из молекул ДНК определенных 
фрагментов и соединении их с другими фрагментами для получения 
рекомбинантных (химерных) ДНК. При этом фрагментация выделен-
ной из клеток ДНК осуществляется с помощью ферментов, которые 
способны расщеплять ДНК в строго определенных сайтах. В качестве 
таких ферментов используются эндонуклеазы рестрикции (рестрикта-
зы), общая характеристика которых дана в подразд. 1.1. В генетиче-
ской инженерии используются рестриктазы, образующие в ДНК од-
нонитевые («липкие») концы (при разрезе уступом), а также те, что 
формируют в ДНК двухнитевые («тупые») концы (при расщеплении 
посередине узнаваемого участка). Примером рестриктазы первого ти-
па (образующей «липкие» концы) является Eco RI, а рестриктазой 
второго типа является, например, Hind II. 
Образование «липких» концов при расщеплении ДНК имеет 
преимущество, которое состоит в возможности реассоциации об-
разованных фрагментов по гомополимерным «липким» концам 
(содержат комплементарные нуклеотиды). В таком случае появля-
ется возможность формирования ассоциатов из фрагментов, при-
надлежащих разным молекулам ДНК, что и лежит в основе боль-
шинства генноинженерных манипуляций по получению рекомби-
нантных ДНК (рис. 2.1). Образующиеся спонтанно ассоциаты 
могут быть превращены в целые молекулы путем сшивания с по-
мощью ДНК-лигаз. 
Следует отметить, что в обычных условиях «липкие» концы в со-
ставе одной молекулы могут удерживаться друг относительно друга с 
помощью водородных связей между комплементарными основания-
ми. Однако комплементарные цепочки легко разделить при неболь-
шом нагревании растворов ДНК (денатурация ДНК). При охлаждении 
«липкие» концы гибридизуются вновь за счет восстановления водо-
родных связей при соблюдении принципа комплементарности (от-
жиг). В результате отжига набора фрагментов, полученных при воз-
действии на разные молекулы ДНК одной и той же рестриктазой, мо-
гут образоваться как исходные молекулы ДНК, так и их гибриды – 
рекомбинантные ДНК.  
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Рис. 2.1. Схема образования рекомбинантных ДНК  
при расщеплении разных молекул ДНК рестриктазами,  
обнажающими во фрагментах «липкие» концы 
 
В 1972 г. в Стэнфорде Дж. Мерц и Р. Дэвис осуществили первый 
подобный эксперимент. Позднее оказалось, что не все геномы могут 
содержать сайты рестрикции для используемых рестриктаз. Особенно 
это касается небольших молекул – плазмид и профагов, которые на-
столько малы, что содержат лишь по несколько сайтов рестрикции 
для небольшого числа рестриктаз. Данное обстоятельство существен-
но ограничивает возможности метода, поэтому была разработана ме-
тодология введения в геном фрагментов ДНК, содержащих необходи-
мые сайты рестрикции. 
Для этого используют искусственно синтезированные олигонук-
леотидные ДНК с «тупыми» концами (линкеры). Линкеры синтезиру-
ют таким образом, чтобы в их составе содержались известные сайты 
рестрикции (предварительно требуется установить последовательность 
нуклеотидов в этих сайтах). ДНК для введения линкеров в ее состав рас-
щепляют одной из рестриктаз, образующих «тупые» концы, а затем 
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сшивают полученные фрагменты с линкерами с помощью лигаз 
(рис. 2.2). Альтернативным методом получения «тупых» концов явля-
ется механический разрыв крупных молекул ДНК при быстром пере-
мешивании раствора или продавливании его через узкое отверстие. 
В результате этих манипуляций фрагменты ДНК приобретают сайты 
рестрикции внутри добавочных последовательностей (линкеров). 
 
 
Рис. 2.2. Присоединение линкеров, содержащих сайты рестрикции  
(в данном случае для рестриктазы Eco RI обозначены стрелками),  
к фрагментам ДНК с «тупыми» концами 
 
Теперь полученный фрагмент ДНК, содержащий требуемые сайты 
рестрикции, можно присоединить к другой молекуле ДНК (например, к 
вектору), обработанной такой же рестриктазой, либо превратить в 
кольцевую форму путем сшивания взаимно комплементарных концов. 
Описанные методы выделения генов в составе фрагментов ДНК 
с помощью рестрикционных ферментов широко распространены, но 
имеют ряд недостатков. Во-первых, не всегда удается подобрать ре-
стриктазы, позволяющие вырезать из ДНК именно тот участок, в 
котором содержится интересующий экспериментатора ген. Во-вто-
рых, в составе вырезанного фрагмента ДНК могут оказаться затруд-
няющие дальнейшее использование гена последовательности, на-
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пример интроны в эукариотических генах. В данном случае реком-
бинантные ДНК не смогут экспрессироваться в прокариотических 
клетках, поскольку последние не обладают способностью к сплай-
сингу (подразд. 1.3). 
Химико-ферментативный синтез генов. С помощью этого мето-
да синтезированы, а впоследствии клонированы гены, определяющие 
структуру таких гормонов, как инсулин и соматостатин, а также лейко-
цитарный интерферон человека. Синтез гена интерферона осуществлен 
в СССР в 1984 г. под руководством академика М. Н. Колосова. 
Суть метода сводится к следующему: in vitro осуществляют хи-
мический синтез коротких (8–16 нуклеотидов) одноцепочечных фраг-
ментов ДНК, которые затем соединяют с помощью лигаз и отжигают 
(дают возможность образоваться двухнитевым молекулам ДНК). Для 
этого метода необходимо знать последовательность нуклеотидов в ге-
не, поскольку синтез осуществляется без матрицы. Обычно ее уста-
навливают исходя из аминокислотной последовательности соответ-
ствующего полипептида, однако из-за вырожденности генетического 
кода определить истинную нуклеотидную последовательность гена 
оказывается невозможным. Установить истинную структуру гена 
можно методом секвенирования ДНК, но для этого требуется выде-
лить и клонировать соответствующий ген. 
Этап химического синтеза олигонуклеотидов в настоящее время 
полностью автоматизирован. Метод основан на специфической защи-
те 5′- или 3′-конца моно- или олигонуклеотида, предотвращающей его 
вступление в химические реакции. При необходимости блокирующие 
группы, с помощью которых осуществляют модификацию, можно 
удалить обработкой кислотой либо щелочью. Цикл химического син-
теза ДНК включает конденсацию нуклеотидов, удаление той или иной 
блокирующей группы и дальнейшую конденсацию. Модификацией 
метода является прикрепление первого нуклеотида к твердому носи-
телю и добавление следующих нуклеотидов по одному после промыв-
ки носителя на каждом таком этапе. 
Воссоединение одноцепочечных фрагментов с помощью лигаз 
требует фосфорилирования 5′-концов, что осуществляется с ис-
пользованием фермента полинуклеотидкиназы и АТР. Одноцепо-
чечные ДНК можно превратить в двухцепочечные либо в процессе 
отжига с комплементарной антипараллельной цепью, также синте-
зированной химическим путем, либо при достройке комплемен-
тарной цепи ферментом (обычно используют ДНК-полимеразу I). 
При сочетании химического синтеза и ферментативных этапов, на-
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пример, из 66 коротких синтетических фрагментов был воссоздан 
ген инсулина длиной 514 п. н. 
Ферментативный синтез генов. Возможны два принципиаль-
но различающихся способа ферментативного синтеза ДНК. Один из 
них не требует присутствия матрицы и осуществляется по про-
грамме, задаваемой экспериментатором. Такой синтез катализирует 
бактериальный фермент полинуклеотидилфосфорилаза, специфич-
ный в отношении рибонуклеотидов, но способный и к полимериза-
ции цепей ДНК с меньшей скоростью. Для такого синтеза необхо-
дим праймер, включающий не менее 3 нуклеотидов. Реакции поли-
меризации имеют некоторые ограничения и с трудом поддаются 
контролю. 
Другой способ ферментативного синтеза ДНК предполагает уча-
стие матрицы, которой на первом этапе служит мРНК, выделенная из 
клетки. Практически все мРНК эукариот имеют на 3′-конце «шлейф» 
(полиаденилатную последовательность). Этот участок используют для 
образования затравки для комплементарной цепи ДНК: к мРНК до-
бавляют короткие последовательности, состоящие из тимидилатов, 
которые в результате отжига гибридизуются с полиаденилатами 
(рис. 2.3). Обратная транскриптаза в присутствии набора дезоксири-
бонуклеотидов катализирует их присоединение к затравке в последо-
вательности, определяемой мРНК, в результате чего образуется двух-
нитевый гибрид РНК-ДНК. По не выясненным пока причинам (по-
видимому, из-за того, что фермент «поворачивает вспять») новосин-
тезированная цепь ДНК имеет на конце шпильку (рис. 2.3), которая 
возникает только при реакции in vitro. Эту шпильку используют в 
качестве затравки для синтеза второй цепи ДНК. На следующем эта-
пе осуществляют деградацию РНК с помощью рибонуклеаз либо в 
ходе щелочного гидролиза, а оставшуюся однонитевую ДНК со 
шпилькой используют как матрицу для синтеза второй цепи ДНК 
(ДНК-полимераза І). На заключительном этапе шпильку расщепляют 
с помощью нуклеазы S1, которая специфически гидролизует одноце-
почечные участки нуклеиновых кислот. Так образуется двухцепочеч-
ная «комплементарная» ДНК, или кДНК (в названии отражено основ-
ное ее отличие – комплементарность мРНК). 
Существуют модификации описанного метода, позволяющие 
избежать многих его недостатков, в частности синтеза неполных 
копий РНК (особенно в случае длинных мРНК). Одной из таких 




Рис. 2.3. Образование кДНК в ходе  
ферментативного синтеза на основе мРНК 
 
Характеристика клонирующих векторов. Полученный тем или 
иным способом ген может обусловить синтез соответствующего про-
дукта только в клетке, при условии, что он будет экспрессироваться. 
Кроме того, ген должен иметь возможность реплицироваться для того, 
чтобы все клетки в популяции имели его в своем составе и образовы-
вали необходимое количество продукта. Все эти условия (введение 
генов в клетки, их репликация, транскрипция и трансляция) обеспечи-
ваются с помощью векторных ДНК (векторов). 
Векторами называют небольшие автономно реплицирующиеся 
молекулы ДНК, в частности плазмиды, ДНК фагов или других виру-
сов, либо их модификации, обеспечивающие проникновение в клетку 
и стабильное наследование чужеродной ДНК (генов). Векторные реп-
ликоны должны отвечать ряду требований: содержать ori репликации 
и автономно реплицироваться; стабильно наследоваться клеткой хо-
зяина; содержаться в большом числе копий в клетке; обладать доста-
точной емкостью, позволяющей клонировать в их составе крупные 
гены; содержать «удобные» сайты рестрикции; содержать маркеры, по 
которым можно вести прямой отбор клеток, воспринявших клониро-





+ Набор дезоксирибо- 
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Поскольку плазмиды, как и вирусы, на основе которых конструи-
руют векторы для клонирования, неизбежно обладают специфично-
стью к видам организмов, в которых способны реплицироваться, при 
создании векторов следует учитывать, в каких клетках хозяина будет 
осуществляться клонирование. Из большого количества систем «век-
тор – хозяин», разработанных к настоящему времени, наибольшее рас-
пространение имеют те из них, где в роли хозяина выступают бакте-
рии E. coli, а в роли вектора – плазмиды или фаги кишечной палочки. 
Следует отметить, что обеспокоенность ученых в отношении непред-
сказуемых результатов клонирования эукариотических генов стиму-
лировала поиск и создание ослабленных штаммов бактерий-хозяев. 
В частности, были получены «безопасные» штаммы E. coli К 12, отли-
чающиеся рядом особенностей, исключающих «утечку» из лаборато-
рии: потребность в особых факторах роста, отсутствующих в природ-
ных экологических нишах, хрупкая клеточная стенка, чувствительная 
к слабогипотоническим средам и др. 
Плазмидные векторы. Для кишечной палочки создано большое 
количество векторов на основе плазмидных репликонов, среди кото-
рых особое распространение получили производные плазмиды 
СolE1, в частности pBR322 (рис. 2.4). Этот вектор сконструирован 




Рис. 2.4. Карта плазмиды pBR322.  
Показаны: точка начала репликации (4362/1),  
гены устойчивости к ампициллину (Amp-r) и тетрациклину (Tet-r),  
а также сайты рестрикции для некоторых эндонуклеаз 
 
Плазмида pBR322 имеет длину 4362 п. н., ее нуклеотидная после-
довательность полностью установлена. Вектор содержит гены устой-














12 единичных сайтов узнавания для рестриктаз (каждая из 12 рестрик-
таз может расщепить молекулу только в одном сайте). 
Преимущества данного вектора состоят в следующем. Во-
первых, он может присутствовать в клетках в большом числе копий 
на хромосому. Во-вторых, вектор содержит два селективных марке-
ра (устойчивость к ампициллину и тетрациклину), причем внутри 
генов, детерминирующих устойчивость к антибиотикам, присут-
ствуют сайты рестрикции для нескольких ферментов. Данное пре-
имущество выражается в том, что если осуществлять встраивание чу-
жеродного фрагмента ДНК в сайт, расположенный внутри гена устой-
чивости, то ген инактивируется, и клетки, наследующие плазмиду с 
клонированным фрагментом ДНК, можно будет обнаружить по утрате 
устойчивости к тому или иному антибиотику. Например, если для 
встраивания фрагмента ДНК пользоваться рестриктазой Pst I, то на-
рушится целостность гена, ответственного за устойчивость к ампи-
циллину. Однако при этом сохранится устойчивость к тетрациклину, 
и клетки, получившие такие векторы, можно будет отобрать на среде 
с тетрациклином, а затем по чувствительности ко второму антибиоти-
ку выявить те из них, которые содержат клонированный фрагмент. 
Такой прием в генетической инженерии называется инактивацией 
маркера в результате вставки. 
Существуют и другие приемы отбора клеток, воспринявших век-
торы со встроенной ДНК. Один из них, например, заключается в спо-
собности N-концевой части β-галактозидазы комплементировать оп-
ределенную мутантную β-галактозидазу бактериальной клетки. По-
ступают следующим образом. В вектор вводят часть lac-оперона 
E. coli, включающую промотор, оператор и 5′-кодирующую область 
гена lacZ (кодирует N-концевую часть β-галактозидазы, рис. 2.5). 
В эту область встраивают полилинкер, который не нарушает ни коди-
рующую рамку, ни активность N-концевой части β-галактозидазы. 
Полилинкер представляет собой искусственно синтезированную по-
следовательность, содержащую несколько сайтов рестрикции для раз-
ных нуклеаз. Если в полилинкере отсутствует вставка, такой вектор-
ный геном детерминирует синтез N-концевой части β-галактозидазы, 
которая вместе с С-концевой частью, продуцируемой специальным 
штаммом E. coli, образует активную β-галактозидазу. Этот фермент 
обеспечивает голубую окраску клеток на среде с хромогенным суб-
стратом Xgal и индуктором. Если в состав полилинкера вводится чу-
жеродная ДНК, нарушается комплементация, и клетки, воспринявшие 
рекомбинантную ДНК, образуют неокрашенные колонии. 
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У векторов, сконструированных на основе плазмидных реплико-
нов, есть недостатки, основной из которых заключается в снижении 
числа копий на клетку при увеличении размера гибридной плазмиды. 
В результате клонирование фрагментов ДНК, превышающих 10 т. п. н., 
становится малоэффективным. Для клонирования таких крупных 
фрагментов ДНК используют фаговые векторы, космиды и фазмиды. 
Фаговые векторы. При использовании фаговых векторов жизне-
способным продуктом, содержащим рекомбинантную ДНК, является 
не популяция клеток, как в случае с плазмидными векторами, а попу-
ляция фаговых частиц. Фаговые векторы более эффективны, чем 
плазмидные, при клонировании крупных вставок. Самыми распро-
страненными для кишечной палочки являются векторы, сконструиро-
ванные на основе фагов λ и М13. 
Геном умеренного фага λ представлен двухцепочечной ДНК раз-
мером 48,5 т. п. н., которая упакована в головку в виде линейной моле-
кулы с однонитевыми комплементарными концами («липкие» концы). 
После проникновения в клетку «липкие» концы взаимно спариваются, 
молекула замыкается в кольцо и сшивается с помощью ДНК-лигазы. 
Места спаривания «липких» концов получили название cos-сайтов, они 
принимают участие в образовании фаговых геномов при репликации 
по типу катящегося кольца (подразд. 1.2, рис. 1.12). Профаг λ в лизо-
генных клетках находится в интегрированном с нуклеоидом состоянии 
(механизм и особенности этого явления описаны в подразд. 1.2). 
Важными для конструирования векторов являются некоторые 
особенности генома фага λ. Во-первых, вся центральная часть (более 
1/3 генома) несущественна для литического цикла, а нужна только для 
установления лизогенного состояния. Таким образом, ее можно замес-
тить на чужеродную ДНК, и при этом фаг сохранит способность лизи-
ровать клетки. Во-вторых, для успешной упаковки ДНК в головки фа-
га требуется, чтобы ее длина была более 38 т. п. н., но менее 52 т. п. н. 
В настоящее время сконструировано большое количество разно-
образных векторов на основе фага λ. Типичные из них содержат сайты 
рестрикции для Eco RI, ограничивающие участок генома, ненужный 
для литического цикла (рис. 2.5). При воздействии рестриктазой 
Eco RI на ДНК такого вектора образуется 3 фрагмента, среди которых 
можно отобрать концевые (содержат гены, необходимые для литиче-
ского цикла) благодаря их сравнительно большим размерам. Эти 
фрагменты смешивают с чужеродной ДНК, обработанной Eco RI, и 
получают гибридные молекулы, у которых центральная часть пред-
ставлена вставочным фрагментом (рис. 2.5). Затем полученные гиб-
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ридные молекулы упаковывают в головки фага λ in vitro. Для этого 
используют культуры клеток E. coli, инфицированные мутантными 
штаммами фага λ, один из которых имеет повреждение в гене, ответ-
ственном за процесс упаковки ДНК в головку, а второй – в гене, от-
ветственном за синтез отдельных белков головки. Такие фаги не спо-
собны обусловить литический цикл, но обеспечивают накопление в 
клетках большого количества промежуточных продуктов, необходи-
мых для сборки фаговых частиц, – пустых головок, хвостовых отрост-
ков, ферментов, необходимых для сборки. 
 
 
Рис. 2.5. Введение генов в состав векторов на основе фага λ 
 
Если экстракты таких клеток смешать с векторной ДНК, содер-
жащей вставки определенной величины, произойдет их упаковка в го-
ловки фага и сформируются зрелые фаговые частицы. На следующем 
этапе этими частицами инфицируют чувствительные клетки и полу-
чают потомство фагов с клонированными ДНК. В составе векторов на 
основе фага λ можно клонировать фрагменты длиной до 15 т. п. н. 
Еще одна категория фаговых векторов для E. coli базируется на 
геноме фага М13. Этот нитчатый «мужской» фаг (адсорбируется на  
F-пилях) содержит одноцепочечную ДНК. Когда фаговая ДНК прони-
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кает в клетки кишечной палочки, она реплицируется с образованием 
двухцепочечных («+»/«–») промежуточных продуктов, «+»-цепи ко-
торых затем вновь упаковываются с образованием множества фаговых 
частиц. Двухцепочечный промежуточный продукт (репликативная 
форма, РФ) накапливается в клетках в количестве 100–200 копий. Его 
выделяют и используют как вектор для клонирования. Особенностью 
фага М13 является то, что он не убивает клетки, а лишь замедляет их 
деление. Частицы фага непрерывно выделяются в культуральную 
жидкость, и их титр может достигать 1012 в 1 мл. При этом на газоне 
чувствительных бактерий фаг выявляется в виде мутных бляшек. 
В состав ДНК фага для удобства введения чужеродной ДНК 
включают полилинкеры. Когда в РФ ДНК М13 встраивается гетероло-
гичная последовательность, в фаговые частицы упаковывается только 
одна из цепей этой вставки (рис. 2.6). Одноцепочечные молекулы 
ДНК не применяют для конструирования векторов, поскольку их 
нельзя разрезать с помощью обычно используемых рестриктаз. Кло-
нируя фрагмент в М13 в обеих ориентациях, можно получить большие 
количества каждой из цепей. 
 
 
Рис. 2.6. Встраивание фрагментов ДНК в векторы на основе фага М13 
Eco RI
+ Чужеродная ДНК, 







Для удобства отбора рекомбинантных форм (фагов, в геном ко-
торых произошла вставка чужеродной ДНК) используют вставки в 
некодирующую область вектора – части lac-оперона E. coli, которая 
обусловливает комплементацию мутантной β-галактозидазы, и по-
лилинкер. Когда в полилинкере отсутствует вставка, фаговые час-
тицы на специальном мутантном штамме кишечной палочки в при-
сутствии индуктора и хромогенного субстрата образуют голубые 
негативные колонии. Встраивание фрагмента ДНК в вектор в облас-
ти полилинкера нарушает комплементацию, и бляшки остаются не-
окрашенными. 
Преимуществом фаговых векторов на основе М13 является спо-
собность включать очень большие вставки, поскольку в данном слу-
чае процесс упаковки ДНК не зависит от размера фагового генома. 
Самое важное применение векторов – производных фага М13 состоит 
в получении одноцепочечных ДНК-матриц для секвенирования мето-
дом Сэнгера. Кроме того, однонитевые ДНК являются идеальной ми-
шенью для сайт-специфического мутагенеза. 
Анализ изложенного выше позволяет обнаружить преимущества 
плазмидных и фаговых векторов, что послужило поводом для конст-
руирования векторов, объединяющих свойства одних и других. Это 
группа так называемых плазмидно-фаговых векторов, которая вклю-
чает космиды и фазмиды. 
Космиды. Представляют собой один из типов гибридных векто-
ров, которые реплицируются, используя плазмидный тип репликации, 
но обладают способностью упаковываться in vitro в капсиды фага λ. 
Иными словами, космиды представляют собой плазмиды, содержащие 
cos-участок («липкие» концы) ДНК фага λ. Благодаря cos-сайтам эти 
векторы могут быть введены в клетку не с помощью трансформации, 
а путем обычной инфекции, в результате чего эффективность получе-
ния рекомбинантных клеток возрастает в 100 и более раз. В космид-
ных векторах можно клонировать фрагменты ДНК размером 33–
49 т. п. н., таким образом, эти векторы предназначены для встраива-
ния крупных эукариотических генов, что имеет особое значение для 
создания клонотек эукариотических геномов. 
Примером космидного вектора служит плазмида pBR322, у ко-
торой в составе гена устойчивости к ампициллину клонированы 
cos-сайты фага λ. Если такой вектор расщепить рестриктазой и 
смешать с фрагментами чужеродной ДНК, полученными при воз-
действии на геном тем же рестриктирующим ферментом, может 
образоваться смесь конкатемеров. 
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Конкатемеры представляют собой длинные молекулы, в которых 
геномы фага λ (или замещающая их ДНК) повторяются несколько раз 
и отделены друг от друга cos-сайтами (рис. 2.7). При смешивании с 
белками, осуществляющими упаковку ДНК фага λ, эти конкатемеры 
разрезаются по cos-сайтам, и ДНК включается в состав капсида. Что-
бы это произошло, расстояние между двумя соседними cos-сайтами 
должно составлять 38–52 т. п. н. 
 
 
Рис. 2.7. Использование космидных векторов для клонирования 
 
Как и в случае с λ-векторами, смесь конкатемеров может вклю-
чать векторные молекулы без вставок, а также с множеством повто-
ряющихся вставок. После инфицирования клеток рекомбинантная 
ДНК поддерживается в них в виде плазмиды, детерминируя в данном 
случае устойчивость к тетрациклину. 
Фазмиды. Это тоже гибридные векторы, способные развиваться и 
как фаг, и как плазмида, поскольку содержат в составе все гены, необ-
ходимые для литического цикла, а также гены, нужные для реплика-
ции плазмиды. Емкость фазмид меньше, чем космид, и сопоставима с 
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таковой для фаговых векторов. Преимуществом фазмид является то, 
что размер их ДНК слишком мал, чтобы мономер мог упаковаться в 
капсид фага λ, в то же время слишком велик, чтобы произошла упа-
ковка димера вектора. Поэтому негативные колонии способны фор-
мировать только рекомбинантные фазмиды, поскольку их размеры со-
ответствуют емкости головки фага λ. 
Вставка в фазмиду чужеродного фрагмента ДНК осуществля-
ется подобно уже описанным примерам для других векторов, ча-
ще – по сайтам рестрикции. После этого гибридные фазмиды упа-
ковывают в капсиды in vitro, как описано выше. При инфицирова-
нии чувствительных клеток фазмиды обусловливают литический 
цикл и формируют бляшки на газоне тест-культуры. Однако если 
вектор содержит ген сI, кодирующий структуру белка-репрессора, 
то фазмида реплицируется как плазмида, а не как фаг. Часто в со-
ставе фазмид используют мутантные гены сI, определяющие 
структуру температурочувствительного белка-репрессора, который 
инактивируется при повышенной температуре. В этом случае фаз-
мида ведет себя как плазмида при низкой температуре, а при по-
вышении температуры на несколько градусов индуцируется к ли-
тическому циклу. Такое свойство фазмид во многих случаях ока-
зывается очень полезным. 
Свойствами фазмид обладают некоторые бактериофаги, например 
фаг Р1, который в состоянии профага не интегрирует в хромосому, а 
поддерживается в виде плазмиды. Мутант фага Р1clr100 способен ин-
дуцироваться к литическому циклу при температуре выше 32°С, т. е. 
ведет себя как типичная фазмида. 
Выше охарактеризованы типы векторов, используемых для кло-
нирования генов в клетках E. coli. Для других видов прокариот так-
же сконструировано множество различных векторных молекул, сре-
ди которых обращают на себя внимание так называемые челночные 
векторы. Их особенность состоит в способности к репликации в 
разных клетках хозяина, что обеспечивается введением в вектор до-
полнительных областей начала репликации (ori), а также генов, тре-
буемых для репликации и не поставляемых хозяйскими клетками. 
Одни из челночных векторов способны поддерживаться в клетках 
разных прокариот, другие – в клетках некоторых прокариот и эука-
риот (дрожжей, растений, животных). Использование челночных 
векторов обеспечивает удобство клонирования генов и анализа их 
продуктов, поскольку одни и те же гены получают возможность ре-
плицироваться и экспрессироваться в разных организмах. 
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Одним из примеров конструирования челночных векторов явля-
ется объединение части 2 мкм (двухмикронной) плазмиды дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae с плазмидой pBR322, содержащей дрожже-
вой ген HIS3 (кодирует один из ферментов биосинтеза гистидина). 
Оказалось, что ген HIS3 экспрессируется и в бактериальных клетках 
благодаря тому, что содержит область, гомологичную соответствую-
щему промотору E. coli. Такой вектор реплицируется в клетках дрож-
жей S. cerevisiae и в бактериях E. coli и позволяет осуществлять пря-
мой отбор воспринявших его клеток при использовании гистидин-
зависимых штаммов на синтетической среде без этой аминокислоты. 
Основой векторов для клонирования генов животных чаще всего 
является геном вируса обезьян SV40. Общие принципы конструирова-
ния векторов в этом случае такие же, как для векторов на основе фага λ. 
Для растительных клеток, которые не содержат собственных 
плазмид, основой векторов часто служат геномы вирусов растений, а 
также бактериальная плазмида pTi, которая опосредует перенос сег-
ментов плазмидной ДНК в геномы различных двудольных растений и 
индуцирует образование опухолей (корончатых галлов). Семейство 
плазмид pTi выявлено в грамотрицательных бактериях Agrobacterium 
tumefaciens. 
 
2.2. Клонирование генов 
 
Термин «клонирование» происходит от слова «клон», под кото-
рым подразумевается генетически однородное потомство клеток или 
вирусов, т. е. полученное при неполовом размножении. Простейшим 
примером клона является изолированная колония бактерий на плот-
ной среде. Когда говорят о клонировании гена, имеют в виду тиражи-
рование копии гена в составе векторной молекулы в клетках клона 
(или вирусных частицах в составе бляшки). При этом каждая клетка 
клона (каждая вирусная частица в пределах изолированной негатив-
ной колонии) будет содержать одинаковые фрагменты чужеродной 
ДНК. Это очень важный методологический прием, составляющий ос-
нову всей генетической инженерии. Ведь при получении генов в ходе 
расщепления ДНК какого-то организма и включении полученных 
фрагментов в состав векторов формируется очень сложная смесь мо-
лекул, в которой один ген или его сегмент составляет ничтожную 
часть, так что невозможно изучить ни его структуру, ни свойства про-
дукта. Однако при введении рекомбинантных ДНК (вектор со встав-
кой) в клетки или вирусные частицы способность к репродукции в 
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каждой клетке (вирусной частице) приобретает только один тип гиб-
ридной ДНК. Выделив клон или содержимое бляшки, можно их инку-
бировать и получать неограниченное количество клонированных ге-
нов, а также их продуктов. 
В предыдущем подразделе уже описано несколько схем клони-
рования фрагментов ДНК в составе разных векторов (рис. 2.5–2.7). 
Обобщая этот материал, следует отметить, что для клонирования ге-
нов используют самые разнообразные системы «вектор – хозяин». 
При этом наибольшее распространение получили системы, в которых 
реципиентными клетками служат бактерии E. coli. Рекомбинантные 
ДНК вводят в клетки хозяина или вирусные частицы различными 
способами. 
Введение молекул ДНК в клетки. Среди различных способов 
введения гибридных ДНК, сконструированных in vitro, в пермиссив-
ные (способные обеспечить репликацию этих молекул) клетки для по-
лучения большого числа клонов гибридов используют несколько ме-
тодов. Среди них наиболее часто применяют трансформацию и 
трансфекцию интактных клеток и их протопластов, а также инфекцию 
и электропорацию, которая в последнее время стала очень популяр-
ным и распространенным приемом. 
Трансформация и трансфекция клеток уже описаны в подразд. 1.2. 
Напомним общие закономерности. 
Трансформация – это процесс, в ходе которого свободная (экзо-
генная) ДНК проникает в реципиентную клетку и обусловливает ее 
наследуемые изменения. Этот метод используют для введения в клет-
ки плазмидных векторов. Суть его состоит в том, что клетки перево-
дят в компетентное состояние (для E. coli обрабатывают клетки ка-
тионами кальция, что индуцирует фазовый переход липидов наруж-
ной мембраны, в результате чего из двухслойной она превращается в 
гексагональную, в условиях теплового шока это сопровождается по-
глощением экзогенных двухцепочечных молекул ДНК) и добавляют в 
суспензию раствор плазмидных ДНК (в нашем случае – векторов со 
вставками, химер). После этого суспензию высевают на агаризован-
ную среду для отбора клонов, состоящих из трансформированных 
клеток, которые называют трансформантами. Эффективность транс-
формации обычно выражают количеством клонов трансформантов, 
приходящихся на молекулу или единицу массы донорной ДНК. 
Обычно она невысока и составляет 10–5–10–2 на донорную молекулу 
(иными словами, только 1 из 500–10 000 молекул ДНК обеспечивает 
получение клетки-трансформанта). 
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Трансфекция – это частный случай трансформации, обозначаю-
щий проникновение в клетку нуклеиновой кислоты вируса с после-
дующим образованием вирусного потомства.  
Из-за низкой частоты событий трансформации (трансфекции) не-
обходим отбор клеток, воспринявших вектор, т. е. распознавание ко-
лоний трансформантов среди большинства клонов, которые представ-
лены родительскими клетками. Для этого в составе векторов преду-
сматривают наличие специальных маркеров. В качестве таких 
маркеров используют, например, гены устойчивости к антибиотикам, 
позволяющие производить прямую селекцию трансформированных 
бактерий на среде с соответствующим антибиотиком.  
Векторы, сконструированные на основе вирусов, а также космиды 
и фазмиды имеют преимущества перед плазмидными векторами, ко-
торое состоит в том, что их с высокой эффективностью удается упа-
ковывать в вирусные капсиды in vitro, а затем инфицировать ими чув-
ствительные клетки. Метод инфекции намного эффективнее транс-
формации: инфекционной становится каждая десятая молекула ДНК. 
При этом космиды и фазмиды, попав в клетки, способны поддержи-
ваться в них по типу плазмидной ДНК. 
Как известно, первым барьером на пути молекул, стремящихся 
попасть в клетку, является клеточная стенка, которая имеется у боль-
шинства организмов. Клеточная стенка обычно не пропускает круп-
ные молекулы, к числу которых относится и ДНК. Поэтому для об-
легчения процесса трансформации (трансфекции) и повышения его 
частоты можно использовать не интактные клетки, а протопласты или 
сферопласты. Однако и в этом случае процедуры получения прото-
пластов и сферопластов, трансформации их молекулами ДНК, регене-
рации клеточной стенки и отбора колоний трансформантов много-
этапны, а результат зависит от многих параметров. Все это приводит к 
тому, что данные методики отличаются низкой воспроизводимостью и 
достаточно трудоемки.  
В 1982 г. Т. Вонг и Е. Нейман разработали метод электропора-
ции для введения химерных ДНК в клетки. Суть его состоит в том, 
что кратковременное воздействие (обычно 5–20 мс) электрического 
поля высокой напряженности (1–15 кВ/см) на плазматическую мем-
брану приводит к образованию в ней пор (электропробою). Время су-
ществования и размер пор достаточны, чтобы макромолекулы (ДНК) 
могли войти в клетку в результате действия осмотических сил. В оп-
тимальных условиях электропорации количество трансформантов 
может достигать 80% выживших клеток. 
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Электропорация – физический, а не химический метод, находя-
щий широкое применение для введения ДНК в разные типы клеток – 
культивируемые клетки животных, простейших, дрожжей, бактерий, а 
также в протопласты растений. 
Еще одна задача процедуры клонирования состоит в отборе кло-
нов, воспринявших именно рекомбинантную ДНК, а не просто век-
торные молекулы, которые обязательно присутствуют в смеси, полу-
ченной при включении фрагментов ДНК в состав векторов. Для реше-
ния этой проблемы используют уже описанные приемы, например 
инактивацию маркера в процессе вставки. Более прогрессивным спо-
собом отбора клонов бактерий или фагов, содержащих векторы со 
вставками, служит комплементационный анализ с использованием 
мутантных генов β-галактозидазы (см. выше). Применение этого ме-
тода позволяет отличать клоны бактерий (бляшки фагов), содержащие 
рекомбинантную ДНК, по цвету при высеве на среду определенного со-
става. Еще одним подобным примером служит использование гена mel 
для конструирования плазмидных векторов. Этот ген определяет 
структуру фермента тирозиназы, катализирующей превращение тиро-
зина в меланин (темная окраска колоний). При вставках фрагментов 
ДНК в кодирующую область гена mel происходит его инактивация, и 
трансформированные колонии утрачивают окраску. Существуют и 
другие приемы для быстрого поиска среди трансформированных или 
инфицированных клонов тех из них, которые восприняли рекомби-
нантную ДНК. 
Для трансформации крупных клеток животных и протопластов 
растений часто используют такой метод, как микроинъекция ДНК. 
Эту процедуру осуществляют под микроскопом с помощью специ-
ального устройства – микроманипулятора, обеспечивающего удер-
жание реципиентной клетки и введение в ее ядро капилляра с рас-
твором гибридных ДНК. Кроме этого, недавно разработано пневма-
тическое устройство (генная пушка, или генный дробовик – gene 
gun), с помощью которого можно осуществлять бомбардирование 
клеток или культур тканей микрошариками из золота или вольфра-
ма диаметром 1 мкм, на поверхность которых нанесены гибридные 
ДНК. Данный метод получил название «метод биолистики» (био-
логической баллистики). 
Кроме того, специально для трансформации растительных клеток, 
имеющих, как известно, мощные ригидные клеточные стенки и не 
поддающихся обычным методам введения ДНК, разработан метод аг-
робактериальной трансформации. Его суть состоит в следующем: 
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in vitro с использованием всех описанных выше закономерностей кон-
струируют гибридную плазмиду широкого круга хозяев с нужной 
вставкой. В состав такой векторной плазмиды обязательно включают 
сайт ori, позволяющий ей реплицироваться в клетках E. coli и Agro-
bacterium sp., и, кроме того, две области так называемой Т-ДНК, про-
исходящих из Ti-плазмиды агробактерий. Между двумя плечами  
Т-ДНК встраивают гены, которые хотят перенести в клетки растений. 
Как показано, именно Т-ДНК в ходе сложного механизма в виде од-
нонитевой ДНК вырезается из Ti-плазмиды агробактерий и перено-
сится в растение. Этот процесс имеет место в природе при индукции 
опухолей у растений, за образование которых как раз и отвечает  
Ti-плазмида агробактерий.  
В бактериях E. coli осуществляют клонирование необходимых ге-
нов и отбор клеток с желаемой конструкцией. Затем отобранные гиб-
ридные ДНК переносят в клетки высоковирулентных для растений 
Agrobacterium tumefaciens, в которых уже содержится специально 
сконструированная Ti-плазмида, не содержащая Т-ДНК. Когда такими 
агробактериями инфицируют растения, vir-участок Ti-плазмиды обу-
словливает события вырезания Т-нити вместе со вставкой из вектора и 
перенос ее в клетки растения. 
Данная технология введения гибридных ДНК в клетки растений 
весьма эффективна, но ее ограничением является круг хозяев агробак-
терий, который, впрочем, можно расширить, используя для трансфор-
мации специально отобранные штаммы этих бактерий с широким кру-
гом хозяев. 
 
2.3. Создание и скрининг клонотек 
 
В большинстве случаев для изучения структуры и свойств опре-
деленного гена какого-либо организма требуется осуществить предва-
рительный этап – создать банк генов данного организма. Банком ге-
нов, или библиотекой генома (клонотекой), называют совокупность 
клонов бактерий или фаговых частиц, в которой содержится, по 
меньшей мере, по одному экземпляру каждой последовательности ге-
нома исследуемого организма. Необходимое количество клонов в 
клонотеке определяется отношением размера генома к размерам кло-
нируемых фрагментов ДНК. Например, если гаплоидный геном 
Saccharomyces cerevisiae содержит 1,4 ⋅ 104 т. п. н., а емкость исполь-
зуемого для клонирования вектора составляет 15 т. п. н., то весь геном 
этих дрожжей может быть представлен 1,4 ⋅ 104 /15 ≈ 1 ⋅ 103 рекомби-
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нантными клонами. Однако реально для создания клонотеки в данном 
случае требуется 4000–5000 клонов, среди которых искомый ген или 
сегмент генома может быть обнаружен с вероятностью 99%. Такая из-
быточность клонотеки объясняется тем, что лигирование отдельных 
фрагментов чужеродной ДНК с векторами происходит случайно, и ка-
кие-то участки генома могут быть представлены в небольшой выборке 
несколько раз, а другие – ни одного раза. Полная библиотека генома 
человека размещается в составе примерно 900 000 клонов. 
Наиболее часто используются два типа клонотек – геномные биб-
лиотеки и библиотеки кДНК. Геномные библиотеки представляют со-
бой собрание генов и последовательностей ДНК какого-то организма. 
Их получают обычно с помощью векторов, сконструированных на ос-
нове бактериофага λ или космид. Эти векторы характеризуются боль-
шой емкостью, что позволяет уменьшить число клонов в клонотеке. 
Библиотека кДНК (комплементарных ДНК) представлена набо-
ром клонов, содержащих двухнитевые ДНК-копии всех мРНК клетки. 
Для создания этих клонотек чаще используют плазмидные или фаго-
вые (на основе фага λ) векторы. 
Оба типа клонотек, однако, можно сравнить с хаотическим собра-
нием книг, которые превращаются в библиотеку лишь после составле-
ния каталога, позволяющего систематизировать все собрание. Иными 
словами, следующим необходимым этапом является идентификация 
генов в клонотеке генома. Решить эту задачу можно несколькими спо-
собами: анализируя саму вставочную полинуклеотидную последова-
тельность либо продукты ее экспрессии в клетках хозяина. В первом 
случае стратегия скрининга рекомбинантных клонов основана на ис-
пользовании зондов, комплементарных определенным участкам генов 
или кДНК. Во втором случае скрининг основан на изменении фенотипа 
клеток, воспринявших определенный фрагмент ДНК, под влиянием 
вновь синтезированного белка либо просто на свойствах самого белка. 
Рассмотрим некоторые способы идентификации генов в клонотеках. 
Идентификация генов по изменению фенотипа клеток. Этот 
метод чаще используется при «самоклонировании», т. е. при переносе 
генов на многокопийных плазмидах в тот же микроорганизм, из гено-
ма которого были выделены эти гены. Например, требуется обнару-
жить в клонотеке E. coli клоны, содержащие гены, ответственные за 
биосинтез аланина. Для этого требуется перенести векторы с клони-
рованными фрагментами ДНК в мутантные штаммы E. coli, зависи-
мые по аланину. Отбор потомства следует вести на синтетической 
среде без аланина, где способны сформировать колонии лишь те бак-
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терии, которые восприняли комплементирующий соответствующую 
мутацию ген. Подобная процедура носит название «тест на компле-
ментацию» и требует наличия штаммов с хорошо охарактеризован-
ными мутациями искомых генов. 
Иммунологический скрининг продуктов генов. Если фрагмен-
ты ДНК клонировались в составе экспрессируемых векторов, обеспе-
чивающих транскрипцию и трансляцию чужеродных генов, то возмо-
жен отбор нужных клонов с помощью иммунологических тестов. Для 
этого колонии бактерий на плотной среде (чашка-реплика) подверга-
ют лизису парами хлороформа, а затем методом реплик переносят со-
держимое на поливиниловую пластинку, на которой адсорбированы 
антитела к искомому белку. Промывают пластинку таким образом, 
чтобы на ней остались только связанные с антителами белки (в мягких 
условиях). Затем пластинку обрабатывают мечеными изотопами йода 
(125I) антителами к тому же белку. Таким образом, на пластине форми-
руется комплекс антигена (искомый белок) и двух молекул антител, 
одна из которых мечена радиоактивным изотопом. Обнаружить место-
положение такого комплекса можно радиоавтографически. Сопостав-
ляя положение меченого комплекса и колоний на чашке, можно вы-
явить клон, содержащий ответственный за синтез искомого белка ген. 
Скрининг клонотеки с помощью зондов. Этот метод основан на 
гибридизации комплементарных участков нуклеиновой кислоты. 
В подразд. 2.2 описана процедура получения кДНК. Для поиска нуж-
ной кДНК в клонотеке поступают следующим образом. Отбирают 
изолированную колонию, содержащую вектор со вставкой, и инкуби-
руют ее для получения большого количества гомогенной культуры. 
Выделяют из клеток плазмидную ДНК и подвергают ее денатурации, 
в результате чего цепи расходятся. Иммобилизуют денатурированную 
ДНК на нитроцеллюлозном фильтре. Пропускают через фильтр смесь 
мРНК, выделенных из тех же клеток, чьи гены пытаются обнаружить. 
При этом на фильтре задерживаются лишь те мРНК, которые компле-
ментарны гомогенной кДНК. Связавшуюся мРНК элюируют с фильт-
ра и вносят в бесклеточную систему трансляции, где синтезируется 
соответствующий белок. Этот белок можно идентифицировать имму-
нологическим методом или с помощью хроматографического анализа. 
Если это удается осуществить, в руках исследователя оказывается 
идентифицированный клон, клетки которого содержат кДНК, служа-
щую зондом для поиска индивидуального гена или мРНК.  
Этот кДНК-зонд можно использовать для быстрого и очень эф-
фективного скрининга любой клонотеки. Схема такого эксперимента 
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представлена на рис. 2.8. Изолированные колонии микроорганизмов или 
бляшки вирусов на газоне чувствительных клеток переносят методом 
реплик на нитроцеллюлозный фильтр, помещенный на поверхность 
плотной среды в чашке Петри. Клетки разрушают (обычно щелочным 
лизисом с помощью NaOH) и подвергают ДНК денатурации. При опре-
деленных условиях (80°С, вакуум) ДНК прочно прикрепляется к нитро-
целлюлозному фильтру. Фильтр выдерживают в растворе, содержащем 
денатурированный 32Р-меченный зонд. В этих условиях комплементар-
ные последовательности ДНК образуют дуплексы. При радиоавтогра-
фическом анализе в том месте фильтра, где содержалась комплементар-
ная зонду ДНК, обнаруживается потемнение. Ищут соответствие этой 
зоны той или иной колонии на чашке-матрице (либо бляшке). 
 
 
Рис. 2.8. Схема процесса скрининга клонотеки с помощью зондов 
 
В качестве зондов для скрининга клонотек вместо кДНК можно 
использовать мРНК или химически синтезированные олигонуклео-
тидные зонды. В последнем случае требуется информация о последо-
вательности нуклеотидов в гене или последовательности аминокислот 
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в искомом белке. Исходя из аминокислотной последовательности уча-
стка полипептида длиной 5–6 аминокислотных остатков, предсказы-
вают все возможные последовательности мРНК, которые могут коди-
ровать этот участок. Из-за вырожденности генетического кода вари-
антов обычно бывает много.  
Синтезируют соответствующий набор комплементарных олиго-
нуклеотидов in vitro. Эти нуклеотиды затем можно использовать не-
посредственно для скрининга смеси кДНК или геномной библиотеки. 
Кроме этого, данные олигонуклеотиды можно применять вместо оли-
готимидилатов в качестве затравок для обратной транскриптазы, что-
бы синтезировать кДНК, существенно обогащенную искомыми по-
следовательностями. В данном случае процессу обратной транскрип-
ции будут подвергаться преимущественно те мРНК, которые содержат 
комплементарные затравкам последовательности рибонуклеотидов. 
 
2.4. Характеристика  
продуктов клонирования 
 
После отбора клеток, содержащих клонированные фрагменты 
ДНК, необходимо охарактеризовать эти фрагменты, убедившись в 
следующем: 
– гибридная ДНК содержит нужный сегмент; 
– нужный сегмент ДНК включился в состав вставки целиком; 
– сегмент полностью соответствует геномной ДНК, из которой 
происходит; 
– нужная последовательность является функциональной. 
Чтобы получить возможность убедиться в этом, следует вначале 
отделить гибридную ДНК (векторные плазмиды со вставками или фа-
говые ДНК) от хромосомальной ДНК бактерий, от РНК и белков.  
Для этого из клеток экстрагируют ДНК, используя такие методы, 
при которых небольшие кольцевые плазмидные ДНК сохраняют це-
лостность, а крупные хромосомальные ДНК разрываются на линей-
ные фрагменты. Фаговую ДНК получают в свободном от клеточной 
ДНК состоянии путем очистки фаговых частиц и последующего вы-
деления из них ДНК. От РНК и белков освобождают ферментативным 
расщеплением. 
Определение размера вставки. Размер вставки определяют с 
помощью нескольких подходов. 
Определение размера гибридной ДНК методом гель-электро-
фореза. После вычитания из полученного размера самого вектора, ко-
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торый обычно бывает известен, можно определить размер вставки. 
Чтобы получить точные данные, кольцевые рекомбинантные молеку-
лы превращают в линейные, поскольку электрофоретическая подвиж-
ность кольцевых структур зависит от степени их сверхспирализации. 
Обычно подвижность двухцепочечного фрагмента в электрическом 
поле обратно пропорциональна логарифму его размера. Используя в 
качестве маркеров фрагменты известной длины, легко определить 
размер интересующего нас фрагмента с помощью линейки. Для про-
ведения такого анализа обычно достаточно 1 мкг ДНК. Для визуали-
зации полос, содержащих фрагменты разной длины, гель окрашивают 
бромистым этидием, и в УФ-свете становятся различимы полосы 
ДНК, содержащие всего 50 нг ДНК (рис. 2.9). 
 
 
Рис. 2.9. Фото геля, в котором видны  
окрашенные бромистым этидием  
фрагменты ДНК (слева);  
радиоавтограф геля (справа) 
 
Стандартные электрофоретические методы непригодны для мо-
лекул, размер которых превышает 15 т. п. н., поскольку крупные 
молекулы мигрируют в геле слишком медленно и скорость мигра-
ции уже не зависит от их размера. Для разделения таких молекул 
используют пульс-гель-электрофорез. В этом методе вместо посто-
янного однонаправленного электрического поля используется поле, 
ориентация которого многократно меняется. При этом даже очень 
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большие молекулы разделяются по размерам, что объясняется, по-
видимому, механизмом их прохождения через поры геля. Предпола-
гается, что молекулы вытягиваются в направлении поля, а затем при 
изменении этого направления переориентируются. Время переори-
ентации зависит от длины цепи и угла между направлениями поля; 
они и определяют конечное расстояние, на которое перемещается 
молекула. 
Измерение длины с помощью электронной микроскопии. Поль-
зуются специальным приспособлением к микроскопу, которое позво-
ляет определить длину денатурированной молекулы ДНК. 
Вырезание вставки с помощью рестриктаз. Применяют те 
же рестриктазы, которые использовались при клонировании. Опре-
деляют размеры фрагментов с помощью гель-электрофореза. Если 
клонирование осуществлялось с лигированием «тупых» концов, то 
можно разрезать векторную молекулу по сайтам, находящимся в 
участках, фланкирующих вставку, и тоже определить размеры 
фрагментов в гель-электрофорезе. Потом можно вычесть размеры 
фланкирующих областей, которые обычно бывают известны (по-
ложение сайтов рестрикции в векторах известно при их конструи-
ровании). Наконец, можно крупную молекулу разрезать на множе-
ство фрагментов, определить их размер и из суммы вычесть размер 
самого вектора. 
Картирование сайтов для эндонуклеаз рестрикции. С по-
мощью эндонуклеаз II типа можно разрезать сложные геномы или 
длинные сегменты ДНК на воспроизводимые наборы мелких еди-
ниц. Эти единицы можно разделить по размерам с помощью, на-
пример, электрофореза в полужидком геле на основе агарозы (для 
относительно крупных фрагментов) или полиакриламида (для бо-
лее мелких). При определении фрагментов, которые получаются 
при расщеплении ДНК несколькими рестриктазами по отдельности 
и в разных комбинациях, часто удается установить порядок распо-
ложения сегментов в исходной молекуле, т. е. построить физиче-
скую карту ДНК, где указано положение каждого сегмента. Для 
сложных геномов или больших молекул, которые дают при рест-
рикции сложные наборы фрагментов, используют специальные 
компьютерные программы.  
Определение положения нужного сегмента во вставке. После 
построения рестрикционной карты вставки установить точную ло-
кализацию нужного сегмента не составляет труда. Для этого нужен 
только подходящий меченый зонд, аналогичный ДНК- или РНК-
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зонду, используемому для отбора клона в начале клонирования. Ес-
ли такой зонд имеется, то интересующий нас фрагмент можно обна-
ружить при отжиге зонда с фрагментами после их денатурации. 
Чтобы выявить гибрид, нужно использовать меченый зонд. Чаще 
всего его метят радиоактивным фосфором (32Р).  
Гибридизация меченого зонда с фрагментами ДНК, находящими-
ся в геле, происходит очень неэффективно, поэтому почти во всех 
случаях ДНК перед гибридизацией переносят с геля на более подхо-
дящую твердую подложку (обычно на нитроцеллюлозный фильтр или 
нейлон). Этот метод носит название «блоттинг». Блоттинг ДНК на-
зван  блоттингом по Саузерну, или саузерн-блоттингом (по имени изо-
бретателя); соответствующие методики для РНК и белков получили 
название нозерн-блоттинга и вестерн-блоттинга. 
Суть метода состоит в следующем. Исследуемую ДНК расщеп-
ляют рестриктазами на фрагменты, которые разделяют по размеру 
в ходе электрофореза в агарозном геле. Затем гель помещают на 
нитроцеллюлозный фильтр и пропускают через него соответ-
ствующий буферный раствор в направлении, перпендикулярном 
направлению электрофореза. При этом фрагменты ДНК элюируют-
ся из геля и связываются с нитроцеллюлозным фильтром, на кото-
ром в результате получается реплика геля (на ней фрагменты со-
храняют свое взаимное расположение). Далее инкубируют под-
ложку в растворе, содержащем 32Р-зонд, при такой ионной силе и 
температуре, которые обеспечивают образование водородных свя-
зей между зондом и комплементарным фрагментом ДНК. После 
радиоавтографии выявляется набор полос, соответствующих фраг-
ментам ДНК, гибридизующихся с зондом (комплементарных ему), 
т. е. содержащих искомый сегмент. 
Кроме этого, положение искомой последовательности в клониро-
ванном сегменте можно определить с помощью электронной микро-
скопии. Для этого зонд и рекомбинантную ДНК смешивают, денату-
рируют и отжигают, а затем готовят препарат для микроскопирова-
ния. Комплементарные участки зонда и исследуемой молекулы 
образуют дуплексы, которые на микрофотографиях выглядят как от-
носительно толстые нити, а некомплементарные участки остаются од-
ноцепочечными и имеют вид более тонких нитей. 
Определение последовательности нуклеотидов в ДНК (секве-
нирование). Определение последовательности нуклеотидов в ДНК 
является одной из важных, а часто и обязательных стадий изучения 
генома. Секвенированию подвергают очищенные (однородные) фраг-
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менты однонитевой ДНК длиной 100–200 нуклеотидов. Получить та-
кие фрагменты можно в ходе следующих операций: методом клони-
рования добиваются однородности рекомбинантных ДНК в составе 
одного клона; выделяют векторную ДНК из клеток; с помощью рест-
рикционных ферментов расщепляют клонированный сегмент ДНК на 
фрагменты указанной величины; при повышении температуры доби-
ваются денатурации ДНК, получая однонитевые молекулы. Есть и бо-
лее простой способ подготовки ДНК (пригоден для метода Сэнгера) – 
клонирование однонитевых фрагментов ДНК в составе векторов на 
основе фага М13. 
Широко применяются два метода секвенирования – метод хи-
мического расщепления Максама и Гилберта и метод обрыва цепи 
Сэнгера. Наиболее современным и менее трудоемким считается 
метод обрыва цепи Сэнгера, который разработан в 1977 г. Ф. Сэн-
гером как усовершенствованный метод, пришедший на смену ра-
нее предложенному Ф. Сэнгером и Д. Коулсоном (1975 г.) «плюс-
минус»-методу. 
Секвенирование ДНК методом обрыва цепи. Иначе этот метод 
называется дидезокси-методом Сэнгера. В методе происходит фер-
ментативное копирование при помощи Роl-I исходного одноцепо-
чечного сегмента ДНК с точки, задаваемой положением 3′-конца 
праймера. Метод основан на использовании специфических термина-
торов синтеза ДНК – 2′,3′-дидезоксирибонуклеозидтрифосфатов. Эти 
молекулы нормально включаются в растущие цепи ДНК через свои 
5′-трифосфатные группы, однако не образуют фосфодиэфирную 
связь со следующим дезоксирибонуклеозидтрифосфатом (dNTP). Ко-
гда в реакционную смесь для синтеза ДНК наряду с четырьмя нор-
мальными dNTP вводят небольшое количество какого-либо ddNTP 
(например, ddATP), синтезируется набор цепей, специфически тер-
минированных данным ddNTP. Если с одним и тем же фрагментом 
ДНК поставить четыре отдельные реакции, каждую с одним из 
ddNTP, то в любой из реакций образуется смесь вновь синтезирован-
ных молекул разной длины. При этом получается, что все синтезиро-
ванные в такой системе цепи ДНК будут иметь одинаковый 5′-конец 
(он обусловлен использованием одной и той же затравки) и одинако-
вые нуклеотиды на 3′-конце. Теперь такие продукты можно разде-
лить с помощью электрофореза в геле и определить по относитель-
ной длине образованных цепочек ДНК последовательность нуклео-
тидов в них (рис. 2.10). 
111 
 
Рис. 2.10. Схема процесса секвенирования методом обрыва цепи 
 
Последовательность этапов в методе следующая:  
1) получают однонитевые фрагменты ДНК, последовательность 
нуклеотидов в которых требуется определить (ДНК-матрицы);  
2) синтезируют набор ddNTP;  
3) синтезируют короткий фрагмент меченой ДНК, комплементар-
ный 3′-концу матрицы (затравка);  
4) готовят четыре реакционные смеси для синтеза ДНК, в состав 
каждой из которых входит какой-либо один ddNTP и соответствующий 
dNTP в строго определенном соотношении, а также три других dNTP;  
5) в каждой из реакционных смесей дают осуществиться синтезу 
ДНК. Если соотношение ddNTP : dNTP выбрано правильно, образует-
ся набор меченых молекул, длины которых равны расстояниям от ос-
татков данного ddNTP до начала цепи;  
6) денатурируют полученные смеси ДНК, добиваясь образования 
однонитевых молекул;  
7) разделяют фрагменты по размеру методом электрофореза в ге-
ле (в пористом агарозном или полиакриламидном геле под действием 
электрического поля молекулы движутся со скоростью, обратно про-
порциональной их величине);  
8) проводят радиоавтографию и по картине распределения мече-
ных фрагментов устанавливают нуклеотидную последовательность. 
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Наиболее современной модификацией метода Сэнгера является 
использование клонированных в векторах на основе фага М13 одно-
нитевых фрагментов ДНК. Место генома М13, в которое встраивается 
чужеродная ДНК, точно известно. Поэтому получены 8–10-членные 
олигонуклеотиды, комплементарные участку ДНК векторов М13, не-
посредственно прилегающему к клонированной последовательности. 
Эти нуклеотиды и служат затравками в полимеразных реакциях, т. е. 
появляется возможность использования одной и той же синтетической 
затравки для секвенирования любых вставок в данный вектор. При 
оптимальных условиях с помощью данного метода можно в одном 
эксперименте определить строение фрагмента, включающего сотни 
нуклеотидов.  
Однако для секвенирования очень длинных фрагментов ДНК 
(более 5 т. п. н.) описанный подход неприменим, поскольку число  
М13-векторов, содержащих перекрывающиеся субклонированные по-
следовательности, значительно увеличивается. Для решения этой задачи 
были разработаны методы секвенирования двухцепочечных плазмидных 
ДНК, не требующие субклонирования. Плазмидную ДНК со вставкой 
выделяют и отжигают с синтетическим олигонуклеотидным праймером, 
который гибридизуется с последовательностью в одной из цепей век-
торной ДНК, находящейся вблизи вставки. Затем осуществляют диде-
зокси-секвенирование, позволяющее идентифицировать первые 250–
350 нуклеотидов вставки. Исходя из этих данных синтезируют второй 
олигонуклеотидный праймер, комплементарный сегменту вставки, от-
стоящему примерно на 300 нуклеотидов от места связывания первого 
праймера, и секвенируют следующие 250–350 нуклеотидов. Аналогич-
ным образом синтезируют третий праймер и определяют последова-
тельность следующих 250–350 нуклеотидов. Эту процедуру, называе-
мую праймер-опосредованной прогулкой, продолжают до тех пор, пока 
не секвенируют весь фрагмент. Аналогичным образом секвенируют вто-
рую цепь, начиная с праймера, который гибридизуется с этой цепью 
вблизи вставки. 
 
2.5. Экспрессия трансгенов 
 
Одним из наиболее значимых достижений генетической инжене-
рии является клонирование эукариотических генов, что дает возмож-
ность осуществлять синтез микробными клетками важнейших для на-
родного хозяйства белков – ферментов, гормонов, иммуномодуляторов 
и др. Эукариотические организмы – доноры генетического материала 
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характеризуются гораздо менее высоким уровнем продукции природ-
ных белков, чем генноинженерные штаммы-продуценты. Поэтому по-
лучение практически ценных белков для изучения их структуры и 
свойств, а также для использования в хозяйственных целях осуществ-
ляют чаще с использованием гибридных микробных штаммов, а не 
культур клеток растений и животных или их органов и тканей. На-
званным способом получены такие ценные белки, как гормон роста 
человека и некоторых животных, инсулин, фактор роста эпидермиса 
человека, фактор некроза опухолей человека и мыши, α-, β- и γ-интер-
фероны, медиатор нервной системы соматостатин, гормон кальцито-
нин, миоглобин, гормоноподобные сигнальные белки интерлейкины, 
фактор свертывания крови, отсутствующий у больных гемофилией, 
обратная транскриптаза вируса лейкоза мышей, урокиназа, трипсин, 
некоторые онкобелки, вакцины против некоторых вирусов.  
Когда ген в составе векторной молекулы переносится из клеток 
одного организма в клетки другого, возникают проблемы с его экс-
прессией: транскрипция и трансляция мРНК могут не осуществляться 
вовсе либо происходить с низкой частотой. Это является следствием 
специфичности ферментов, катализирующих процессы транскрипции 
и трансляции, к определенным последовательностям ДНК (мРНК), 
структура которых бывает уникальной у различных таксономических 
групп организмов. Чаще всего проблемы экспрессии наблюдаются 
при клонировании эукариотических генов в клетках прокариот, в част-
ности потому, что сигналы инициации транскрипции высших эукариот 
не распознаются РНК-полимеразами бактерий. 
Для достижения эффективной экспрессии клонированных генов 
используют несколько подходов:  
1) увеличение числа копий гена в клетке (амплификация гена): 
если изучаемый ген находится в клетке в высокой дозе, он обычно 
обусловливает повышенный уровень своего белкового продукта;  
2) подстановку перед структурной частью чужеродного гена 
сильного промотора, распознаваемого РНК-полимеразой клетки хо-
зяина, что обеспечивает эффективную транскрипцию трансгена; 
3) подстановку перед геном чужеродного белка регуляторного 
элемента, обеспечивающего эффективную инициацию трансляции; 
4) стабилизацию образующейся мРНК и белкового продукта. 
Перечисленные методы достижения высокого уровня экспрессии 
генов наилучшим образом разработаны для бактерий E. coli. Посколь-
ку наличие такой методологии является определяющим условием 
конструирования новых продуцентов, кишечная палочка рассматрива-
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ется как один из самых перспективных организмов, используемых для 
этой цели. 
Амплификация генов. Для усиления экспрессии генов можно 
увеличить их количество в клетке. Осуществляют это двумя способа-
ми – увеличением числа копий рекомбинантных плазмид или числа 
копий гена в составе плазмиды. 
Наиболее прост первый способ. Уже указывалось, что для конст-
руирования векторов предпочтительнее использовать мультикопий-
ные плазмиды, находящиеся под нестрогим контролем репликации. 
В этом случае число копий плазмид составляет 10–200. Данный пока-
затель можно увеличить до нескольких тысяч, если подавить синтез 
белков бактериальной клетки или использовать мутантные плазмиды. 
Применение таких векторов позволяет значительно увеличить дозу 
целевого гена, а значит, и выход белкового продукта. Для конструи-
рования многокопийных плазмидных векторов используют либо 
плазмиды с ослабленным контролем репликации, либо с термочувстви-
тельными мутациями по функциям репликации. Из векторов первого 
типа широкое распространение получила плазмида ColE1 и ее произ-
водные, которые в обычных условиях находятся в клетке в количестве 
20–60 копий. В частности, при клонировании бактериальных генов в 
известной нам pBR322 (производная ColE1) уровень синтеза белков 
возрастает в 25–100 раз. По-видимому, это обусловлено тем, что дан-
ный вектор в клетках E. coli имеет большую копийность, чем сама 
ColE1. Интересным свойством плазмид этого класса является то, что в 
присутствии ингибитора белкового синтеза – хлорамфеникола копий-
ность их может увеличиться до 3·103 молекул на клетку (около поло-
вины суммарной клеточной ДНК). Однако достичь пропорционально-
го увеличения продукции химерного белка не удается, т. к. обработка 
хлорамфениколом ингибирует белковый синтез в клетках. После уда-
ления из среды хлорамфеникола белковый синтез и деление клеток 
возобновляются и кратковременно увеличивается продукция белка, 
пока копийность гибридной плазмиды постепенно не снизится. 
При использовании термочувствительных мутантов плазмид син-
тез белка не ингибируется, что приводит к сверхпродукции белков, 
детерминируемых генами плазмиды. Например, мутантный фактор 
устойчивости к антибиотикам R1 использован для конструирования 
миниплазмид рKN402 и рKN410, обладающих способностью к безу-
держной репликации при температуре выше 35°С. В результате ам-
плификации в течение 2–3 ч количество плазмидной ДНК может дос-
тигнуть 75% суммарной ДНК клетки. 
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Следует, однако, учитывать, что чрезмерная амплификация плаз-
мид может приводить к снижению жизнеспособности штамма-
продуцента из-за высокой токсичности некоторых чужеродных белков 
для бактерий, а также из-за увеличения времени генерации клеток. 
Копийность генов в составе векторных молекул также обеспечива-
ют, создавая опероны с повторяющимися идентичными цистронами чу-
жеродных генов. Сочетание перечисленных методов позволяет повы-
сить дозу гена в клетке до тысяч копий на нуклеоид и увеличить уровень 
синтеза соответствующих белков (в ряде случаев на 1–2 порядка). 
Достижение высокого уровня транскрипции чужеродных ге-
нов. Для того чтобы эукариотические гены транскрибировались в про-
кариотических клетках, их обычно подставляют под контроль сильных 
промоторов (обеспечивают высокую частоту событий инициации 
транскрипции) прокариот. Наиболее часто для этих целей используют 
сильные промоторы кишечной палочки: лактозного оперона – PlacUV5, 
триптофанового оперона – Ptrp; гибридные промоторы, например  
Ptrp-lacUV5 (Ptac), промоторы фага λ – PR, PL, а также других фагов 
(Т5, Т7, ϕХ174). Выделение этих промоторов и включение их в состав 
векторов осуществляют в ходе генноинженерных манипуляций. На си-
лу промотора существенно влияют последовательности –35 и –10, а 
также расстояние между ними. Например, мутация UV5 усиливает 
транскрипцию с промотора лактозного оперона. Секвенирование пока-
зало, что мутация затрагивает область –10, которая в промоторе дикого 
типа Plac имеет структуру ТАТGTT, а в промоторе PlacUV5 изменена 
так, что соответствует наиболее часто встречающейся последователь-
ности TATAAT. В одном из исследований показано, что трансформа-
ция E. coli плазмидой pMB9, несущей ген araC E. coli, приводит к  
4-кратному увеличению синтеза белка АraC в клетках. Если же этот ген 
дополнительно поместить под контроль промотора PlacUV5, то про-
дукция белка возрастает уже в 50 раз. У промотора Ptrp, в отличие от 
PlacUV5, «идеальной» является область –35. Г. Бойер с соавторами в 
1982 г. сконструировали гибридный промотор, названный ими Ptac 
(Ptrp-lacUV5), который оказался в 5–10 раз более эффективным, чем 
PlacUV5. В ряде лабораторий были созданы векторные плазмиды экс-
прессии, у которых сильные промоторы тандемно повторены, что при-
вело к усилению транскрипции соответствующих генов. 
Еще более совершенной является методология использования ре-
гулируемых промоторов, которые инициируют процесс эффективной 
транскрипции лишь в определенных условиях. Такими промоторами 
являются, например, PR и PL фага λ. Их используют в клетках, содер-
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жащих температурочувствительный сI-репрессор, ген которого может 
быть расположен на векторе или совместимой с ним плазмиде. В таких 
клетках экспрессия чужеродного гена под контролем PR или PL будет 
происходить лишь после инактивации репрессора повышением темпе-
ратуры ферментации. При этом можно добиться в E. coli продукции 
различных белков, превышающей нормальный уровень в десятки раз. 
Использование прокариотических регуляторных элементов, рас-
положенных на многокопийных плазмидах, позволяет достигать 
уровня синтеза мРНК чужеродного гена до 25% от всей РНК бактери-
альной клетки. 
Достижение высокого уровня трансляции чужеродных генов. 
Еще одним условием эффективной экспрессии клонированных генов яв-
ляется наличие перед геном чужеродного белка оптимального сайта 
инициации трансляции мРНК. На частоту событий трансляции наи-
большее влияние оказывает структура участков мРНК, обеспечивающих 
ее связывание с рибосомой и тРНК. Показано, что олигонуклеотидная 
последовательность, расположенная на 5′-конце и непосредственно 
примыкающая к стартовому кодону, обеспечивает комплементарное 
спаривание с нуклеотидами антикодоновой петли тРНК. В то же время 
среди нуклеотидов мРНК, участвующих во взаимодействии с рибосо-
мой, достоверно установлена роль пурин-богатого участка на расстоя-
нии 3–15 нуклеотидов от стартового кодона (последовательность Шай-
на – Дальгарно, или SD-последовательность). Длина SD-последователь-
ности, а также ее расположение относительно стартового кодона 
существенно сказываются на связывании рибосом с мРНК, а значит, и 
на частоте событий инициации трансляции. 
Известно три основных подхода к конструированию векторов, 
обеспечивающих трансляцию чужеродной ДНК в бактериальных 
клетках. Одним из наиболее распространенных является метод конст-
руирования гибридных участков связывания рибосом. Суть его за-
ключается в том, что структурная часть чужеродного гена (с соб-
ственным стартовым кодоном и несколькими нуклеотидами перед 
ним) включается между SD-последовательностью и стартовым кодо-
ном прокариотического гена. Такой метод имеет преимущество, со-
стоящее в образовании полноразмерного чужеродного белка. Однако 
существенным недостатком метода является трудность достижения 
оптимального удаления стартового кодона от SD-последовательности, 
что, как указывалось, очень важно для инициации трансляции. Поэто-
му применяют другой подход, в котором чужеродный структурный 
ген, лишенный собственных регуляторных областей, внедряют в состав 
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хорошо экспрессируемого бактериального гена. Для этих целей чаще 
всего используют lac-промотор с соответствующей последовательно-
стью Шайна – Дальгарно. Сайт внедрения должен быть достаточно 
удален от места инициации трансляции, чтобы новая нуклеотидная по-
следовательность не мешала эффективной инициации транскрипции и 
трансляции бактериального гена. При экспрессии векторов такого типа 
образуется гибридный белок, в котором N-концевая часть представлена 
аминокислотами прокариотического пептида. Поэтому для выделения 
эукариотической полипептидной цепи требуется дополнительная хи-
мическая или ферментативная обработка. 
Наконец, третий подход к конструированию векторов, обеспечи-
вающих эффективную трансляцию, использует принцип «перекрыва-
ния» генов. В этом случае чужеродный ген встраивают в концевую 
часть прокариотического гена таким образом, чтобы SD-последова-
тельность второго гена располагалась непосредственно в кодирующей 
области первого. При этом терминирующий трансляцию кодон первого 
гена является частью инициирующего кодона второго гена. Этот метод 
разработан в 1985 г. в СССР. Он позволяет достигать 100%-ной ини-
циации трансляции второго гена, поскольку рибосомы, транслировав-
шие первую часть полицистронной мРНК, не отсоединяются от нее, а 
происходит реинициация трансляции второго гена. Таким образом, 
применение векторов с частично перекрывающимися генами в оперо-
нах позволяет обеспечить эффективность инициации трансляции чуже-
родного гена не ниже, чем у исходного прокариотического цистрона. 
Стабилизация мРНК и белкового продукта чужеродного гена. 
На стабильность мРНК в клетке влияют ее первичная и вторичная 
структура. Сохранение шпилечных структур на 3′-конце после терми-
нации транскрипции, по-видимому, значительно увеличивает период 
полужизни мРНК. Для других мРНК доказано, что их стабильность во 
многом определяется структурой некодирующей 5′-области. Изменяя 
эти элементы при конструировании гибридных генов, добиваются по-
вышения стабильности мРНК. 
Стабильность мРНК в клетках бактерий можно повысить также 
введением мутаций, инактивирующих РНК-азы. Кроме этого, на ста-
бильность мРНК влияет полинуклеотидфосфорилаза (Pnp). Известны 
мутанты E. coli по генам pnp, в которых время полужизни мРНК, оп-
ределяющей чужеродные белки, увеличивается в 1,5 раза. 
Серьезным препятствием при получении штаммов-сверхпроду-
центов может стать протеолиз чужеродных белков в клетке. Ведь на-
бор клеточных пептидаз как раз и предназначен в основном для быст-
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рой деградации полипептидов с «аномальной» структурой, которые 
возникают, например, в результате ошибок трансляции. Для стабили-
зации чужеродных белков в качестве реципиентов можно использо-
вать штаммы, дефектные по системе деградации белков (lon-, htpR- 
или deg-мутанты). Можно также вводить в бактериальную клетку  
ген pin бактериофага Т4, который контролирует синтез ингибиторов 
протеаз, или другие гены с похожими функциями. 
Значительное влияние на активность протеаз клетки оказывают ус-
ловия культивирования бактерий, и прежде всего состав питательных 
сред. В частности, известно, что протеолиз увеличивается при дефици-
те аминокислот, фосфатов, сульфатов. Недостаток аммония, а также 
культивирование при повышенной температуре приводят к сверхпро-
дукции протеаз. Известно, что катионы цинка ингибируют действие 
протеаз E. coli. Поэтому введением в питательную среду определенно-
го количества Zn2+ можно добиться значительного увеличения уровня 
чужеродного белка, синтезируемого в клетках этих бактерий. 
Сочетание всех перечисленных факторов может обеспечивать в 
клетках E. coli удивительно высокий выход целевых белков, превы-
шающий 50% суммарного содержания белка в бактерии. 
 
2.6. Методы молекулярного маркирования 
 
Под молекулярными маркерами понимают фрагменты ДНК, ко-
торые могут быть использованы в качестве генетических различий при 
идентификации особей или их генов, так же как в судебной практике 
используют отпечатки пальцев для идентификации индивидуумов. Не 
зря процесс исследования особей или индивидуумов на молекулярном 
уровне носит название «молекулярный фингерпринтинг». Возмож-
ность использования молекулярных маркеров основана на том, что у 
отдельных особей даже одного вида существует определенная генети-
ческая вариабельность, иными словами, многие последовательности 
ДНК являются полиморфными, т. е. отличаются у индивидуумов. Ме-
тоды молекулярного маркирования как раз и используют эту генетиче-
скую вариабельность для идентификации особей и их генов. 
Первыми молекулярными маркерами, используемыми в методах 
генетической инженерии, стали фрагменты, образованные при рас-
щеплении ДНК рестрикционными ферментами. Выявление разли-
чий в длине фрагментов, полученных из ДНК различных особей од-
ного вида или их генов после расщепления рестриктазами, дало на-
чало методу определения полиморфизма длин рестрикционных 
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фрагментов (ПДРФ, или RFLP от англ. restriction fragment length 
polimorphism).  
Метод ПДРФ (RFLP). Данный метод разработан в начале 1980-х гг. 
и основан на различиях в расстояниях между сайтами рестрикции в 
ДНК. Метод заключается в том, что последовательность ДНК, со-
держащая мутацию, может приобретать или, наоборот, утрачивать 
сайты рестрикции для тех или иных рестриктаз. В результате для оп-
ределенных последовательностей ДНК каждого из индивидуумов (или 
особей) характерен свой, уникальный набор фрагментов рестрикции, 
так же как для каждого человека характерен свой собственный рису-
нок отпечатков пальцев. Это можно выявить при разделении получен-
ных фрагментов электрофорезом и гибридизацией с радиоактивным 
зондом. Сопоставление радиоавтографов для нормального и му-
тантного генов в этом случае позволяет обнаружить разницу в ко-
личестве и положении «полос» (рис. 2.9) и дать ответ на вопрос о 
принадлежности ДНК тому или иному индивидууму (или особи). 
Подобная практика широко используется в судебной экспертизе при 
доказательстве отцовства, идентификации останков, характеристике 
улик и др. В микробиологии метод применим при идентификации 
микроорганизмов.  
Для данного метода требуется достаточно большое количество 
ДНК, что часто неосуществимо (если, например, идентификация осу-
ществляется по мелким предметам – волосам, кусочкам ткани, кожи, 
слюне и др.). Поэтому данный метод часто не может обойтись без еще 
одного, чрезвычайно перспективного и весьма часто используемого 
метода – ПЦР (РСR). 
Метод ПЦР (полимеразной цепной реакции). Этот метод раз-
работан К. Маллисом и сотрудниками в 1985 г. и представляет собой 
ферментативную амплификацию сегментов ДНК или РНК, позво-
ляющую многократно воспроизводить интересующий эксперимента-
тора фрагмент ДНК (РНК) без помощи рестриктаз, векторов или кле-
ток хозяина. Метод осуществляется in vitro и полностью автоматизи-
рован. Для РСR-реакции необходимы два олигонуклеотида-праймера 
длиной около 20 нуклеотидов, комплементарных двум участкам на 
3′-концах амплифицируемого фрагмента ДНК (рис. 2.11), набор де-
зоксинуклеозидтрифосфатов и термостабильная ДНК-полимераза. 
Праймеры синтезируют химическим способом, выяснив предвари-
тельно структуру комплементарных участков, с которыми они долж-
ны спариваться. Термостабильный фермент выделяют из термофиль-
ных бактерий Thermus aquaticus. 
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Рис. 2.11. Схема событий полимеразной цепной реакции  
 
На первой стадии двухнитевую ДНК, выделенную из клеток, на-
гревают до 90ºС для денатурации (разделения цепей), затем смесь ох-
лаждают, чтобы произошла гибридизация праймеров с комплементар-
ными участками (отжиг). Далее устанавливают температуру, при ко-
торой происходит полимеризация цепей (70–75°С, в этом интервале 
фермент наиболее активен). После этого все события цикла повторя-
ют, начиная с денатурации ДНК. Процесс осуществляется в термоста-
те-амплификаторе, работу которого контролирует компьютер. 
Данный циклический процесс повторяют с той же реакционной 
смесью 20–60-кратно. После третьего цикла амплификации начина-
ют накапливаться двухнитевые фрагменты ДНК, равные по длине 
расстоянию между двумя праймерами (рис. 2.11). В каждом после-
дующем цикле количество синтезированных фрагментов удваивает-
ся, т. е. за n циклов образуется 2n копий дуплексных сегментов с 
длиной, ограниченной праймерами. 
Практическое применение метода PCR имеет несколько аспектов. 
Во-первых, с помощью амплификации определенных последовательно-
стей ДНК, уникальных для определенных геномов или даже целых ге-
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нов, можно обнаружить данные сегменты даже при условии, что изна-
чально они присутствуют в клетках в очень малых дозах (числе копий). 
Например, начальные этапы вирусных инфекций характеризуются низ-
ким содержанием нуклеиновых кислот вирусов, но их можно обнару-
жить с помощью PCR-метода с последующей идентификацией при ис-
пользовании зондов, комплементарных искомым последовательностям.  
Такие методы в настоящее время широко используют для детек-
ции вирусов кори и краснухи, а также холерного вибриона. Чувстви-
тельность метода такова, что амплифицировать в ПЦР и обнаружить 
целевую последовательность можно даже в том случае, если она 
встречается однажды в образце из 105 клеток. Размноженный in vitro 
фрагмент получают в количествах, достаточных для его прямого сек-
венирования. Поскольку при этом не требуется промежуточный этап 
клонирования фрагмента ДНК в молекулярных векторах, ПЦР ино-
гда называют бесклеточным молекулярным клонированием. 
Еще одним приложением метода является диагностирование 
наследственных заболеваний. Для многих наследственных заболе-
ваний в настоящее время уже выявлены гены, а также их локусы, 
мутации в которых приводят к тяжелым болезням. Поскольку эти 
мутации передаются в поколениях индивидуумов, для ответа на во-
прос, будет ли будущий новорожденный нести ту или иную мута-
цию, требуется выявить ее у плода (пренатальная диагностика). Для 
этого приблизительно на 16-й неделе беременности производят от-
бор амниотической (околоплодной) жидкости, из которой можно 
выделить клетки плода в ходе центрифугирования. Из клеток извле-
кают ДНК. Получить препаративные количества фрагментов ДНК, 
предположительно содержащих мутации, можно двумя путями – 
клонированием соответствующих фрагментов или их амплификаци-
ей методом PCR. Второй способ гораздо проще и дешевле. После 
того как искомый фрагмент ДНК получен в достаточном количе-
стве, можно осуществить его секвенирование и сопоставить нуклео-
тидные последовательности нормального и анализируемого генов. 
Существует и более простой способ выявления мутаций во фраг-
ментах ДНК – блот-гибридизация. 
Детекция молекулярных маркеров с помощью ПЦР. ПЦР-
анализ широко применяется для характеристики индивидуальной гене-
тической вариабельности. Среди этих методов наиболее известны та-
кие, как метод определения полиморфизма длин амплифицированных 
фрагментов (ПДАФ, или АFLP), а также метод SNP (Single nucleotide 
polymorphism), который нашел применение в фармакогеномике. 
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2.7. Направленный мутагенез и белковая инженерия 
 
Методы генетической инженерии, в частности клонирование инди-
видуальных генов или их частей, а также секвенирование ДНК, позво-
лили значительно усовершенствовать методологию мутагенеза, устра-
нив основные недостатки классических способов индукции мутаций в 
геномах. Классический генетический анализ предполагает воздействие 
мутагенного фактора in vivo на целый геном, в результате чего в нем 
возникают случайные мутации, зачастую множественные, что сильно 
осложняет идентификацию мутантов. Выявление мутантных особей 
осуществляют по измененным фенотипическим признакам, а природу 
мутации можно определить после секвенирования ДНК. Современный 
направленный мутагенез, по сути, предполагает обратные действия: 
вначале клонируют интересующий ген или его сегмент, определяют его 
структуру в ходе секвенирования, а на ее основе – аминокислотную по-
следовательность белка. Потом in vitro вносят требуемые изменения в 
состав гена. Поскольку в данном случае мутагенезу подвергают только 
строго определенный локус, а весь геном не изменяется, такой мутагенез 
называют еще локализованным. Последствия вызванной мутации опре-
деляют после введения мутантного гена в исходный организм. 
Самый простой вариант локализованного мутагенеза состоит в 
обработке клонированного фрагмента ДНК одним из мутагенных фак-
торов (статистический и сегмент-направленный мутагенез), од-
нако результатом такого воздействия будут тоже случайные измене-
ния в структуре фрагмента. Более надежные и чаще применяемые ме-
тоды направленного мутагенеза осуществляются без использования 
мутагенных факторов, введением предопределенных мутаций в зара-
нее запланированное место (точку, сайт) изучаемого фрагмента ДНК 
(сайт-специфический мутагенез). Кроме этого, для получения деле-
ций и инсерций пользуются и классическими методами генетической 
инженерии, например использованием рестриктаз. 
Среди типов мутаций в направленном мутагенезе преобладают 
делеции, вставки и замены нуклеотидов. 
Получение делеций и инсерций с помощью рестриктаз. 
Делеции. Эти типы мутаций при локализованном мутагенезе лег-
че всего получить с помощью эндонуклеаз. Используют как рестрик-
тирующие, так и неспецифические эндонуклеазы. Наиболее простой 
случай использования рестриктаз состоит в расщеплении какого-либо 
генома с помощью рестриктазы, вносящей несколько разрывов с обра-
зованием «липких» концов. Полученные фрагменты вновь замыкают в 
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кольцо с помощью ДНК-лигазы, что может привести к образованию 
молекул, не содержащих один из сегментов ДНК. При таком подходе 
формируются протяженные делеции, и его используют, как правило, в 
предварительных экспериментах, чтобы определить функции относи-
тельно больших участков клонированной ДНК. 
Небольшие делеции получают следующим образом. Клонирован-
ный фрагмент расщепляют в составе вектора в подходящем сайте с по-
мощью рестриктазы (рис. 2.12). 
 
 
Рис. 2.12. Получение делеций в клонированных фрагментах ДНК  
с помощью рестрикционных ферментов (темным цветом выделена  
чужеродная ДНК, светлым – ДНК вектора) 
 
Образовавшуюся линейную молекулу обрабатывают экзонуклеа-
зой III, которая гидролизует в составе ДНК одну цепь, начиная с  
3′-конца. В результате получается набор молекул с одноцепочечными 
5′-хвостами разной протяженности. Эти хвосты гидролизуют нуклеа-
зой S1, специфичной к одноцепочечной ДНК, и в ДНК формируются 
+ Bal 31 
+ Нуклеаза S1 
124 
делеции. Можно также применять экзонуклеазу Bal 31, которая катали-
зирует деградацию обеих цепей, начиная с концов линейных молекул 
ДНК. Ход нуклеазных реакций регулируют, варьируя время инкуба-
ции, температуру и концентрацию фермента, индуцируя образование 
делеций разной длины. Полученные делеционные варианты линейных 
ДНК часто перед циклизацией снабжают линкерами, чтобы в районе 
делеции присутствовали рестрикционные сайты. Существуют и другие 
модификации описанных методов. 
Вставки (инсерции). Для получения инсерций клонированную 
ДНК расщепляют рестриктазой или неспецифической эндонуклеазой, 
а затем лигируют образующиеся фрагменты в присутствии сегмента, 
который хотят вставить в ДНК. Чаще всего в качестве таких сегмен-
тов используют синтезированные химическим путем полилинкеры. 
Инсерции, как и делеции, способны нарушить целостность гена 
или структуру его регуляторных областей, в результате чего будет 
синтезироваться дефектный белок (в случае протяженных делеций 
или сдвига рамки считывания, как правило, неактивный) либо будут 
наблюдаться изменения процесса транскрипции интересующего гена. 
Таким способом чаще получают регуляторные мутанты и конструи-
руют экспрессируемые векторы. 
Статистический (случайный) мутагенез in vitro. Этот тип мута-
генеза используется для более глубокого анализа организации гена 
(белка). Он является направленным лишь в том смысле, что воздей-
ствию мутагена подвергается определенный ген в составе вектора, но 
не его локус (сайт).  
Проще всего большое разнообразие мутаций можно получить при 
общем мутагенезе гибридной ДНК, содержащей целевой ген. Основ-
ным недостатком данного подхода является то, что мутагенез затраги-
вает все генетические локусы обрабатываемой молекулы ДНК. По-
этому при увеличении глубины мутагенеза, т. е. при введении не-
скольких мутаций на молекулу, наряду с искомыми могут возникать 
мутации по жизненно важным функциям вирусной или плазмидной 
ДНК, которые могут перестать реплицироваться в клетках. При этом 
генетические локусы плазмид, важные для репликации, устроены 
проще и имеют небольшой размер по сравнению с фаговыми. Поэто-
му они повреждаются с относительно невысокой частотой. Вирусные 
геномы при мутагенезе чаще теряют жизнеспособность. 
Найдены оптимальные условия мутагенеза плазмидных ДНК in 
vitro. Так, высокую эффективность мутагенеза обеспечивают гидро-
ксиламин и О-метилгидроксиламин. Эти мутагены обладают высокой 
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специфичностью и взаимодействуют в основном с цитозином и на два 
порядка менее эффективно с аденином, причем действуют в участках 
с локальной денатурацией двуспиральной структуры ДНК. Поэтому 
воздействие этих мутагенов сочетают с повышением температуры, 
приводящим к большей «разрыхленности» двуспиральной ДНК. 
Сегмент-направленный мутагенез in vitro. Статистический му-
тагенез плазмидных ДНК методически гораздо проще, чем направ-
ленный. При желании мутагенной обработке можно подвергать изо-
лированные фрагменты ДНК и затем вводить их в изучаемый геном. 
Это одна из разновидностей сегмент-направленного мутагенеза. При 
таком подходе обычно расщепляют интересующий ген рестриктазами, 
фракционируют полученные фрагменты в ходе гель-электрофореза, 
вырезают интересующие сегменты и обрабатывают их мутагеном. 
Другими, более перспективными подходами являются те, в кото-
рых не используют мутагенные вещества. Обычно в результате такой 
разновидности сегмент-направленного мутагенеза получаются то-
чечные мутации, представляющие собой замену нуклеотидов. Для их 
получения можно использовать несколько подходов: дезаминирова-
ние цитозина, включение аналогов нуклеотидов, неправильное вклю-
чение нуклеотидов при репарации пробела и др. 
Первый способ основан на том, что остатки цитозина в одноцепо-
чечной ДНК можно дезаминировать с образованием урацила с помо-
щью обработки ионами бисульфита. 
Но для этого необходимо получить одноцепочечные бреши в 
ДНК в результате разрыва одной цепи. Одноцепочечные участки в 
ДНК получают обычно вблизи сайтов рестрикции, например, при дей-
ствии экзонуклеазы III (при импульсной обработке в присутствии 
бромистого этидия, который из-за интеркаляции между цепями ДНК 
затрудняет расщепление ферментом обеих цепей). Есть и более со-
вершенные способы получения одноцепочечных участков в ДНК. 
После обработки бисульфитом одноцепочечные бреши застраи-
вают с помощью ДНК-полимеразы и лигируют концы. В сайтах, где 
вместо цитидилата при дезаминировании образовался уридилат, ком-
плементарное положение займет аденилат, а при репликации такой 
молекулы произойдет замена пары GС на пару AT. Азотистая кислота 
дает более широкий спектр транзиций: она дезаминирует цитозин до 
урацила, аденин до гипоксантина и гуанин до ксантина. Спаривание 
урацила с аденином приводит к транзиции GC → TA. Особенности 
спаривания гипоксантина таковы, что он может вызывать транзицию 
АТ → GC. Ксантин не обусловливает мутаций. Он является «бес-
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смысленным» основанием, которое не комплементарно обоим пири-
мидинам, следовательно, его появление в ДНК должно оказывать ле-
тальное действие.  
Другой подход при индукции замен состоит в образовании в ДНК 
небольшого однонитевого пробела, который затем застраивают в при-
сутствии ДНК-полимеразы, dATP, dGTP, dCTP и N-4-гидроксицито-
зинтрифосфата вместо dTTP. Гидроксицитозинтрифосфат включается 
в цепь вместо тимидилата, но при репликации ДНК спаривается оди-
наково хорошо и с аденилатом, и с гуанилатом. В результате включе-
ния гуанилата после дополнительного раунда репликации в данном 
сайте произойдет замена АТ → GC (рис. 2.13). Поскольку в данном 
методе замена нуклеотидов осуществляется внутри сайта рестрикции, 
появляется возможность легко различить векторы с исходной после-
довательностью и мутантные. Для этого достаточно обработать их ис-




Рис. 2.13. Получение замен нуклеотидов  
в процессе локализованного мутагенеза 
 
Похожий метод основан на использовании только трех из четырех 
возможных нуклеотидов при заполнении однонитевой бреши ДНК-
полимеразой. В большинстве случаев фермент останавливается в том 
месте молекулы, где встречается комплементарный отсутствующему 
нуклеотид. Однако изредка ДНК-полимераза ошибается и включает 
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один из трех присутствующих нуклеотидов. Это приводит к образова-
нию кольцевых молекул, в составе которых присутствуют неспарен-
ные некомплементарные азотистые основания. При введении таких 
векторов в клетки бактерий в части молекул произойдет репарация та-
кого повреждения. В результате в половине молекул после реплика-
ции восстановится исходная последовательность, а в другой половине 
закрепится мутация. Отличить мутантные молекулы можно описанным 
выше способом. 
Таким образом, сегмент-направленный статистический (случай-
ный) мутагенез можно осуществлять альтернативными методами. По-
лучающийся при этом широкий спектр мутантов позволяет проводить 
исследование структурно-функциональной организации изучаемого 
локуса. Недостатки данного подхода состоят в том, что с его помощью 
сложно получить мутант со строго определенными заменами нуклео-
тидов и нельзя ввести в ДНК заранее запланированные делеции и 
вставки. Эти возможности обеспечивает сайт-специфический (олиго-
нуклеотид-направленный) мутагенез. 
Сайт-специфический мутагенез. Охарактеризованные методы 
локализованного мутагенеза отличаются тем, что сайты, где проис-
ходят мутации, выбираются случайно. В то же время техника сайт-
специфического мутагенеза позволяет вводить мутации в точно оп-
ределенный участок гена. Это осуществляется с использованием 
синтетических (полученных химическим синтезом) олигонуклеоти-
дов с заданной последовательностью. Метод привлекателен тем, что 
не требует присутствия удобных сайтов рестрикции. В основу метода 
положено образование гетеродуплексов между синтетическим оли-
гонуклеотидом, содержащим мутацию, и комплементарной однони-
тевой ДНК в составе вектора. 
Поступают следующим образом. Синтезируют небольшой олиго-
нуклеотид (8–20 мономеров), комплементарный той части гена, в ко-
торой хотят получить мутацию. В составе олигонуклеотида в цен-
тральной области допускают одну или несколько нуклеотидных за-
мен. Клонируют исследуемый ген или его фрагмент в составе вектора 
на основе фага М13, чтобы получить кольцевые одноцепочечные ре-
комбинантные ДНК. Производят смешивание и отжиг рекомбинант-
ных векторов с олигонуклеотидами. Происходит гибридизация олиго-
нуклеотида с комплементарной областью, при этом некомплементар-
ные нуклеотиды остаются неспаренными. Олигонуклеотид выполняет 
роль праймера в полимеразной реакции с участием ДНК-полимеразы 
in vitro. Кольцо замыкают лигазами. Полученная кольцевая молекула 
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вводится в клетки E. coli, где происходит частичная репарация му-
тантных участков и репликация. Частота мутаций обычно варьирует 
от 1 до 50%.  
Отбор клеток, содержащих мутантные молекулы ДНК, можно 
производить несколькими способами, среди которых преимущества 
имеет метод с использованием радиоактивно меченного олигонуклео-
тида, который применяется для мутагенеза. В данном случае этот нук-
леотид служит зондом. Принцип использования такого зонда основан 
на том, что он полностью комплементарен мутантной ДНК и частично 
комплементарен ДНК дикого типа. Можно подобрать такие условия 
гибридизации (в первую очередь, температуру), при которых гибри-
дизация меченого зонда будет стабильной только с мутантной после-
довательностью ДНК, что можно выявить на радиоавтографе. 
Метод сайт-специфического мутагенеза особенно ценен тем, что 
позволяет изолировать мутации без контроля их фенотипического 
проявления. Этот метод открывает новые возможности исследования 
функций регуляторных элементов генов, позволяет изменять «силу» 
промоторов, оптимизировать сайты связывания с рибосомами и т. д. 
Одним из основных применений данной методологии является белко-
вая инженерия. 
Белковая инженерия. Этим словосочетанием обозначают ком-
плекс методических приемов, которые позволяют создавать «непри-
родные» варианты белков и изучать их свойства. Чаще всего реконст-
руируют молекулу белка путем направленного введения соответ-
ствующих мутаций в структурный ген и, следовательно, желаемых 
аминокислотных замен в первичную структуру белка. Кроме этого, с 
помощью белковой инженерии можно получать химерные белки, об-
ладающие свойствами двух и более отдельных белков.  
Накопление данных о первичной структуре белков (чаще по дан-
ным сиквенс-анализа), кристаллографических данных о трехмерной 
структуре белка, развитие методов моделирования белков по их амино-
кислотной последовательности позволяет со все большей определенно-
стью создавать новые формы изучаемых белков. Рассмотрим некото-
рые работы, дающие представление об огромных возможностях данно-
го направления молекулярной биологии и генетической инженерии. 
Получение новых форм белков олигонуклеотид-направленным 
мутагенезом. Показательным примером конструирования более ак-
тивных белков являются эксперименты А. Фершта и сотрудников с 
ферментом тирозил-тРНК-синтетазой из бактерий Bacillus stearother-
mophilus. Анализ последствий замен аминокислот в активном центре 
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этого фермента позволил заключить, что удаление групп, образующих 
с субстратом слабые водородные связи, может улучшить его сродство 
к субстрату. При этом обнаружено, что треонин-51 (занимает положе-
ние 51 в составе пептида) образует длинную и слабую водородную 
связь с кислородом кольца рибозы при связывании тирозиладенилата. 
В то же время обнаружено, что у бактерий E. coli такое же положение 
занимает пролин. Сайт-специфический мутагенез гена, определяюще-
го структуру тирозил-тРНК-синтетазы B. stearothermophilus, позволил 
обеспечить замену thr-51 → pro-51 в пептиде. В результате резко 
улучшилось связывание АТР в активном центре фермента, а его ката-
литическая активность возросла в 25 раз. 
Другим, не менее значимым примером реконструкции белка, 
имеющим практическое значение, является модификация субтилизина 
из Bacillus amyloliquefaciens, осуществленная Д. А. Эстеллом и соав-
торами. Субтилизины представляют собой сериновые протеиназы, 
секретируемые бациллами во внешнюю среду. Эти ферменты выпус-
каются биотехнологической промышленностью в крупных масштабах 
и широко используются в составе моющих средств. Недостатком суб-
тилизинов является резкое уменьшение протеолитической активности 
под действием окислителей, в том числе содержащихся в стиральных 
порошках. Задача реконструкции молекулы субтилизина BPN заклю-
чалась в стабилизации его к химическому окислению. В предвари-
тельных экспериментах было установлено, что в присутствии переки-
си водорода субтилизин быстро снижает активность за счет окисления 
остатка метионина-222, превращающегося в соответствующий сульф-
оксид. Методами сайт-специфического мутагенеза была обеспечена 
замена этого остатка метионина на все остальные 19 белковых амино-
кислот. Плазмиды с мутантными генами вводили в штаммы с деле-
циями в соответствующих генах и анализировали свойства продуци-
руемых субтилизинов. Достаточно стабильными к действию перекиси 
оказались мутанты с серином и аланином-222. Самым активным ока-
зался мутант, содержащий остаток цистеина-222: его удельная актив-
ность на 38% превышала активность штамма дикого типа. 
Создание белков с гибридными свойствами. В генетической ин-
женерии большое внимание уделяют клонированию и изучению генов 
интерферона. Это обусловлено тем, что интерфероны представляют 
собой семейство белков, которые обладают широким спектром за-
щитных функций, в частности такими, как подавление развития ви-
русных инфекций, ингибирование онкогенной пролиферации клеток, 
модулирование иммунного ответа организма. В зависимости от типа 
130 
клеток, которые их продуцируют, первичной структуры, физико-
химических и других свойств интерфероны человека классифицируют 
на три группы – α, β и γ.  
Для всех трех типов интерферона человека в настоящее время ме-
тодами генетической инженерии созданы многочисленные суперпро-
дуценты, что позволяет получать эти белки в большом количестве и 
практически в индивидуальном состоянии (чего нельзя добиться при 
выделении интерферонов из природных источников). Особый интерес 
представляет группа α-интерферонов, т. к. их индивидуальные подти-
пы различаются по уровню противовирусной активности для разных 
вирусов. Поэтому была проведена серия экспериментов по созданию 
гибридных генов, кодирующих химерные (гибридные) α-интерферо-
ны, в целях выявления функционально важных районов белковой мо-
лекулы. Гибридные гены экспрессировали в E. coli, выделяли синте-
зированные химерные белки и изучали их антивирусные свойства. 
Оказалось, что некоторые из них имеют существенно большую актив-
ность по сравнению с родительскими интерферонами. 
Новые типы лечебных препаратов можно получить, если создать 
белок, обладающий биологическими активностями, свойственными 
двум или более неродственным белкам. В частности, М. Сено с соавто-
рами (1986 г.) создали гибридный ген, который кодировал химерный 
белок, состоящий из 135 аминокислот человеческого γ-интерферона на 
N-конце (делеция 11 аминокислот с С-конца) и из 134 аминокислот ин-
терлейкина-2 человека на С-конце (полная последовательность). Ин-
терлейкины широко используют для терапии злокачественных новооб-
разований и иммунных заболеваний. Иммунный интерферон соедини-
ли с интерлейкином через сегмент из 4 аминокислотных остатков. 
В клетках E. coli гибридный ген эффективно экспрессировался под кон-
тролем промотора ptrp. Выделенный химерный белок обладал активно-
стями обоих родительских белков, и оба белка в составе химеры прак-
тически полностью сохраняли свою биологическую активность. 
В числе других достижений белковой инженерии можно назвать 
исследования по выяснению трансформирующей активности онко-
белков; изменение термостабильности ферментов, например получе-
ние термолабильного ренина и термостабильной α-амилазы; увеличе-
ние эффективности связывания инсулина соответствующим рецепто-
ром плазматической мембраны за счет замены гистидина на аспартат 
в положении 10 β-цепи гормона, а также множество других примеров. 
Большое количество продуктов белковой инженерии уже нашло прак-
тическое применение в производственных процессах. 
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3. КЛЕТОЧНАЯ ИНЖЕНЕРИЯ 
 
3.1. Принципы клеточной инженерии 
 
Под клеточной инженерией понимают методы конструирования 
клеток нового типа на основе их культивирования, гибридизации и 
реконструкции. При гибридизации искусственно объединяют целые 
клетки с образованием гибридного генома. Клеточная реконструкция 
связана с созданием жизнеспособных клеток из отдельных фрагмен-
тов разных клеток (ядра, цитоплазмы, хромосом и др.).  
Важное и перспективное направление клеточной инженерии – это 
выведение новых и улучшение существующих сортов растений и 
штаммов микроорганизмов, а также применение гибридомной техно-
логии к животным клеткам. Улучшение существующих сортов расте-
ний и штаммов микроорганизмов путем введения в их клетки ядерных 
или цитоплазматических генов как аспект применения клеточной ин-
женерии в значительной мере дублирует генетическую инженерию. 
Например, признак устойчивости к гербициду атразину получили у 
культурных растений семейства крестоцветных в ходе переноса соот-
ветствующих цитоплазматических (хлоропластных) генов от сурепки 
при слиянии протопластов. О получении гибридных микроорганизмов 
при слиянии их протопластов уже говорилось. 
Клеточная инженерия представляет собой эффективный способ 
модификации биологических объектов, позволяющий создавать новые 
ценные продуценты как на организменном, так и на тканевом и кле-
точном уровнях. Современная клеточная инженерия позволила обра-
тить на пользу человеку способность раковых клеток к неограничен-
ному росту, превратив их в гибридомы – живые фабрики важнейших 
продуктов, в первую очередь моноклональных антител. В сопоставле-
нии с генетической инженерией можно указать на более крупномас-
штабный характер транспорта информации между живыми организ-
мами с применением клеточной инженерии. В клеточной инженерии в 
клетку вводят целые геномы (ядерный, хлоропластный, митохондри-
альный), в то время как генетическая инженерия в основном нацелена 
на передачу индивидуальных генов. Вместе с тем клеточная инжене-
рия уступает генетической по уровню «интеллектуальной проработ-
ки» экспериментов: генноинженерные разработки позволяют при-
цельно передать от донора к реципиенту строго определенный ген, в 
то время как применение клеточной инженерии связано со значитель-
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ной неопределенностью в судьбе хромосом, ядер в целом, цитоплазмы 
и ее органелл как в процессе слияния клеток, так и при последующем 
культивировании клеток-гибридов. Поэтому большинство разработок 
в области клеточной инженерии приходится на скрининг клеточной 
популяции для выявления клеток с желаемыми свойствами. 
 
3.2. Клеточная инженерия растений 
 
Культивирование клеток и тканей растений. Культуры клеток 
и тканей растений имеют ряд преимуществ перед традиционным рас-
тительным сырьем (дикорастущими или возделываемыми на планта-
циях растениями): они не зависят от внешних условий, условия их 
выращивания могут быть оптимизированы и стандартизированы, а 
процессы автоматизированы и компьютеризированы, кроме того, по-
является возможность выращивания исчезающих видов растений. 
Примером может служить массовое клональное размножение плодо-
овощных и декоративных растений. Кроме того, при таком способе 
культивирования расширяются возможности селекционной работы: 
можно получать клоны клеток, а затем и растения с запрограммиро-
ванными свойствами. Помимо ценности для фундаментальных иссле-
дований, метод культуры тканей растений отличается широким ис-
пользованием в сельском хозяйстве и промышленном производстве. 
Культивирование клеток и тканей растений производят на специ-
альных питательных средах, которые содержат все необходимые для 
их роста макро- и микроэлементы, углеводы, витамины и фитогормо-
ны. Поскольку подобные питательные среды подходят и для роста 
микроорганизмов, культивирование осуществляют в условиях строгой 
асептики. В целом культура клеток и тканей растений аналогична 
культуре бактерий или других микроорганизмов. Применяются два 
основных способа культивирования – на твердых (агаризованных) и в 
жидких питательных средах. 
Культура изолированных тканей растений на плотной среде 
обычно представлена каллусными и реже опухолевыми тканями. 
Каллусная ткань в естественных условиях (в природе) образуется в 
результате повреждения органов целого растения (эта ткань защищает 
место поранения, накапливает питательные вещества для анатомиче-
ской регенерации или (и) регенерации утраченного органа), а в лабо-
раторных условиях – при культивировании эксплантов. Эксплантом 
могут служить изолированные зародыши семян, верхушки или сред-
ние части стеблей, сегменты листьев и др. Предназначенные для куль-
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тивирования экспланты стерилизуют химическими методами, а затем 
помещают на (или в) питательную среду.  
Возникновение каллуса связано с неорганизованным делением 
(пролиферацией) дифференцированных клеток. В результате возни-
кает совокупность дедифференцированных клеток – каллус. Обяза-
тельным условием процесса дедифференциации (утраты свойств, ха-
рактерных для определенных тканей – листовой, корневой и др.) кле-
ток первичного экспланта для большинства видов растений является 
присутствие в питательной среде двух групп фитогормонов – аукси-
нов и цитокининов. Ауксины (индолилуксусная кислота, нафтилук-
сусная кислота и др.) инициируют процесс дедифференциации клеток, 
а цитокинины (инетин, 6-бензиламинопурин, зеатин и др.) вызывают 
деление дедифференцированных клеток. Дедифференциация расти-
тельных клеток является важнейшим этапом получения активно де-
лящихся культур. Дело в том, что глубоко специализированные (диф-
ференцированные) клетки растений утрачивают способность к деле-
нию. Для того чтобы они ее вновь приобрели, необходимо вернуть их 
в меристематическое состояние, т. е. дедифференцировать. 
Обычно через 4–6 недель на эксплантах появляется первичный 
каллус, который можно переносить на свежую питательную среду 
(субкультивировать). Таким образом получают длительную переса-
дочную каллусную культуру из любых живых тканей растения. Раз-
лично дифференцированные клетки переходят in vitro к сложному 
процессу дедифференциации, теряют присущую им структурную ор-
ганизацию и специфические функции и индуцируются к делению, об-
разуя первичный каллус. В процессе субкультивирования формирует-
ся штамм, характеризующийся индивидуальными генетическими и 
физиологическими особенностями.  
Растительные опухоли имеют опосредованное бактериями или ви-
русами происхождение. Превращение растительных клеток в опухоле-
вые связано с проникновением в них Ti-плазмиды. Культуры опухоле-
вых клеток при поверхностном и глубинном выращивании внешне мало 
отличаются от культур каллусных клеток. Значительным физиологиче-
ским различием между ними является гормон-независимость опухоле-
вых клеток, позволяющая им делиться и расти на питательных средах 
без добавок фитогормонов или их аналогов. Опухолевые клетки также 
лишены способности давать начало нормально организованным струк-
турам – корням или побегам в процессе органогенеза. В некоторых 
случаях они образуют тератомы – уродливые органоподобные струк-
туры, нормальное развитие которых дальше не происходит. 
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Если каллусные или опухолевые ткани поместить в жидкую сре-
ду, можно получить суспензионную культуру, или суспензию клеток 
растений. Для такой суспензии очень важно перемешивание или 
встряхивание, которые обеспечивают аэрацию клеток, а также пре-
дотвращают образование крупных клеточных агрегатов. Из суспензии 
клеток снова можно получить каллусную или опухолевую культуры. 
Для этого суспензионную культуру необходимо профильтровать или 
осадить центрифугированием и перенести на плотную среду. Для глу-
бинного культивирования растительных клеток применимы все спо-
собы глубинного культивирования микроорганизмов. 
В суспензионной культуре клеток обнаружены традиционные для 
растений вещества вторичного метаболизма, а также выявлены новые, 
необычные соединения: алкалоиды, терпеноиды, гликозиды, полифе-
нолы, полисахариды, эфирные масла, пигменты, пептиды. Например, 
с помощью промышленного культивирования суспензий раститель-
ных клеток производят некоторые ценные лекарственные препараты 
(сердечные гликозиды), продуцентами которых являются клетки со-
ответствующих видов растений. Культивируемые в суспензии клетки 
могут применяться так же, как мультиферментные системы, способ-
ные к широкому спектру биотрансформаций веществ (окисление, вос-
становление, метилирование, гидроксилирование и др.). 
Большой интерес вызывает культивирование одиночных клеток 
растений, которые применяются в клеточной селекции для отбора 
гибридных клеток и их клонирования (с последующим получением 
трансгенных растений), а также для генетических и физиологических 
исследований. Источниками отдельных (одиночных) клеток растений 
являются клеточные суспензии, мацерация тканей растений, а также 
изолированные протопласты после регенерации клеточной стенки. За-
ставить отдельные клетки растений делиться очень сложно. Расти-
тельные клетки, как правило, хорошо делятся только тогда, когда их 
содержание в каком-то объеме среды достаточно велико. Это связы-
вают с присутствием так называемого кондиционирующего фактора, 
который выделяется в среду делящимися клетками. Природа его до 
конца не выяснена. Методы культивирования одиночных клеток рас-
тений основаны как раз на использовании эффекта кондиционирова-
ния. Для этого одиночные клетки культивируют в присутствии ткани-
«няньки», которая может представлять собой интенсивно делящуюся 
каллусную или суспензионную культуру, отделенную от клетки 
фильтром, или «кормящий слой», «подложку», полученные из инак-
тивированных радиацией, но не убитых клеток суспензии. 
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Протопласты растений получают из клеток паренхимы листа, из 
каллусных и суспензионных культур. Для этого в гипертонической 
среде клетки обрабатывают целлюлолитическими и пектолитически-
ми ферментами. Протопласты растений существуют непродолжитель-
ное время – сразу же после удаления ферментов на поверхности мем-
браны регенерируется клеточная стенка, клетка начинает делиться и 
образует клон. Протопласты растений – ценный объект для проведе-
ния генетических манипуляций. В них можно инъецировать рекомби-
нантную ДНК, эффективно проводить агробактериальную трансфор-
мацию. Можно сливать протопласты разных видов растений с целью 
получения так называемых соматических гибридов, многие из которых 
невозможно получить с помощью традиционных методов селекции. 
Ценность методов культивирования тканей и клеток растений оп-
ределяется тем обстоятельством, что с помощью специальных мето-
дов (изменения состава среды и условий культивирования) можно ин-
дуцировать процесс вторичной дифференциации, в результате которо-
го удается регенерировать из каллуса или суспензии целое растение. 
Растения обладают уникальной способностью восстанавливать целый 
организм из отдельных фрагментов (например, черенков), органов, 
почек, клеток. В основе этого процесса лежит способность отдельной 
соматической клетки реализовывать программу развития, заложенную 
в ДНК, и давать начало целому организму (тотипотентность рас-
тительных клеток). 
Тотипотентность – это неограниченная способность дифферен-
циации: во все типы клеток, тканей и органов. Это важнейшее свой-
ство эмбриональных стволовых клеток. 
В ходе развития растения клетки отдельных органов приобретают 
свойства, характерные для соответствующих тканей. Однако несмотря 
на это, многие из них все-таки способны при определенных условиях 
редифференцироваться и давать начало новым органам или целым ор-
ганизмам. При культивировании клеток растений in vitro появляется 
возможность в значительно большей степени реализовать их тотипо-
тентность, чем в составе целого растения. Это связано с тем, что в 
культуре in vitro по сравнению с целым растением не действует жест-
кая программа развития организма, отсутствует тесная взаимосвязь и 
взаимозависимость клеток отдельных органов и тканей. Можно целе-
направленно управлять процессами дифференциации клеток. 
Гибридизация и клеточная селекция растений. Основой кле-
точной инженерии является гибридизация соматических клеток – 
слияние неполовых клеток с образованием единого целого. Соматиче-
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ская гибридизация имеет более широкие возможности для скрещива-
ния филогенетически отдаленных организмов, чем половое скрещива-
ние, при котором Природа допускает лишь строго определенные соче-
тания родительских форм. 
Суть этого способа гибридизации заключается в том, что в каче-
стве родительских используются не половые клетки (гаметы), а клетки 
тела (сомы) растений, из которых изолируют протопласты. И в отли-
чие от полового скрещивания, где имеет место одностороннее исклю-
чение протоплазмы, при соматической гибридизации в образовавшем-
ся гибриде оба партнера имеют более или менее равный цитоплазма-
тический статус. Слияние протопластов способствует объединению 
двух различных цитоплазм. В большинстве исследований слияние 
протопластов высших растений приводит к образованию либо гибри-
да, либо цибрида. Цибридное растение содержит цитоплазму обоих 
партнеров, ядро одного партнера, поскольку в данном случае слияния 
ядер не происходит и одно ядро дегенерирует. 
Спонтанному слиянию протопластов препятствует наличие по-
верхностного заряда на природных мембранах. Деполяризацию мем-
бран обычно осуществляют электрическим или магнитным полем, 
часто отрицательный заряд на мембране нейтрализуют с помощью ка-
тионов, в частности Ca2+, что способствует слиянию протопластов. 
Эффективными фузогенными агентами служат полиэтиленгликоль, 
поливиниловый спирт, нитрат натрия. 
Для скрининга полученных гибридных клеток используют раз-
личные подходы:  
– учет фенотипических признаков; 
– создание селективных условий, в которых выживают только 
гибриды, объединившие геномы родительских клеток. 
Следует отметить, что для отбора клеток с определенным фено-
типом у растений, так же как и для микроорганизмов, возможно ис-
пользование селективных сред. Например, если поместить раститель-
ные клетки на питательную среду, в которую добавлен антибиотик, то 
на ней будут расти только растительные клетки, обладающие устой-
чивостью к этому антибиотику. Манипулируя большим количеством 
генотипов (миллионы клеток, многие из которых способны дать нача-
ло целому растению, в пределах одной чашки Петри), можно эффек-
тивно отбирать отдельные редкие гибриды или мутанты, представ-
ляющие селекционный интерес. 
Таким образом, клеточная селекция выступает самостоятельным 
и достаточно эффективным направлением сельскохозяйственной био-
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технологии. Для селекции мутантов можно индуцировать генетиче-
скую изменчивость в популяции. При этом условия культивирования 
изолированных клеток сами по себе являются мощным мутагенным 
фактором. Изменчивость каллусных культур можно усилить с помо-
щью традиционных мутагенов – радиации, УФ, химических мутагенов. 
На практике клеточную селекцию используют для отбора мутантов 
и гибридов, устойчивых к гербицидам, стрессовым воздействиям (засо-
лению, повышенной и пониженной температуре), аналогам аминокис-
лот (так получают растения-регенеранты, продуцирующие в десятки 
и сотни раз больше незаменимых аминокислот, чем обычные формы). 
Растение-регенерант – это растение, которое образуется в процессе ре-
генерации из культуры клеток или тканей, например из каллуса. 
Клеточная селекция также является одним из важных этапов соз-
дания генноинженерных растительных организмов. 
Клеточная реконструкция. Таким словосочетанием обозначают 
приемы введения в протопласты растений изолированных органелл 
других клеток. Показана, в частности, возможность введения в прото-
пласты растений ядер и хлоропластов других растений. При этом ядра 
часто гибридизовались, в результате чего возникали особи с гибрид-
ными свойствами, а чужеродные хлоропласты наследовались рекон-
струированными клетками. Эти работы привели авторов к заключе-
нию, что перенос хлоропластов может использоваться для выведения 
новых форм хозяйственно важных сортов растений. Включение, на-
пример, высокоэффективных хлоропластов может способствовать ак-
тивации фотосинтеза и повышению продуктивности растения. 
 
3.3. Клеточная инженерия животных 
 
Культивирование клеток и тканей животных. Список живот-
ных клеток и тканей, которые в настоящее время удается культивиро-
вать in vitro, достаточно велик: элементы соединительной ткани (фиб-
робласты), скелетные ткани (кости и хрящи), сердечные и гладкие 
мышцы, эпителиальные ткани (печень, легкие, кожа, мочевой пузырь, 
почки), клетки нервной системы (нейроны), эндокринные клетки 
(надпочечники, гипофиз), различные типы опухолевых клеток и др. 
В настоящее время словосочетание «культура ткани» преврати-
лось в общее понятие, включающее в себя как органную культуру 
(культуру органов), в которой небольшие фрагменты ткани или целые 
эмбриональные органы эксплантируются с сохранением тканевой ар-
хитектуры, так и культуру клеток, когда ткани диспергируются меха-
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нически, ферментативно или путем спонтанной миграции клеток из 
экспланта, и клетки размножаются в виде суспензии или монослоя, 
прикрепившихся к субстрату клеток. Различия между органной и кле-
точной культурами состоят в следующем: органная культура сохраня-
ет межклеточные взаимодействия, в течение долгого периода поддер-
живает гистологическую и биохимическую дифференциацию и после 
эксплантации, как правило, остается в нерастущем состоянии в тече-
ние нескольких дней или даже недель. Эти культуры не способны к 
размножению. Культуры клеток, напротив, лишены структурной ор-
ганизации, теряют характерную гистиотипическую архитектуру и свя-
занные с ней биохимические признаки. Клетки в культурах размно-
жаются, что обеспечивает получение большой их массы, и могут быть 
сохранены путем замораживания. 
Клетки большинства культур размножаются в форме монослоя, 
прикрепившись к стеклу или пластиковому субстрату. Некоторые 
культуры, главным образом трансформированные клетки, кроветвор-
ные клетки и асцитные опухоли, могут размножаться в суспензиях. 
Источниками культуры тканей животных могут быть как эмбрио-
нальные ткани, которые характеризуются лучшей выживаемостью 
и более активным ростом, так и соответствующие взрослые ткани 
(у них более высоко содержание неделящихся специализированных 
клеток). Начало культурам тканей могут давать нормальные и опу-
холевые ткани. Нормальные ткани, как правило, дают начало культу-
рам с ограниченным временем жизни, тогда как культуры клеток, 
полученные из опухолей, способны пролиферировать неограниченно 
долгое время. 
Пролиферация (от лат. proles – отпрыск, потомство и fero – не-
су) – увеличение числа клеток (или только геномов) путем митоза, 
приводящее к росту ткани. В раннем эмбриогенезе происходит непре-
рывно, по мере дифференциации периоды между делениями удлиня-
ются. Некоторые дифференцированные клетки, например нервные, не 
способны к пролиферации. 
Нормальные клетки растут обычно как недифференцированные 
стволовые клетки или клетки-предшественники, и наступление диф-
ференциации в такой культуре часто сопровождается полным пре-
кращением пролиферации клеток. В культурах, полученных из опухо-
лей, возможна, по крайней мере, частичная дифференциация при со-
хранении способности к пролиферации.  
Стволовая клетка – недифференцированная клетка, способная к 
самообновлению и дифференциации в специализированные клетки. 
139 
Стволовые клетки образуются в костном мозге и других органах. 
Они используются организмом для устранения повреждений и восста-
новления поврежденных тканей, что имеет место в результате травм, бо-
лезней, некоторых системных нарушений клеток мышечной, костной, 
нервной или другой ткани. Получив сигнал о травме, организм вводит 
стволовые клетки в кровеносное русло, направляет к «неполадке» и пре-
вращает их в необходимые в данный момент клетки – костные, мышеч-
ные, печеночные и даже нервные. Иными словами, стволовые клетки – 
это клетки, еще не получившие специализацию или, говоря профессио-
нальным языком, не прошедшие дифференциацию. Поэтому они могут 
дифференцироваться в «нужные» в данный момент организму клетки. 
Запас стволовых клеток в организме не безграничен и быстро теряется с 
возрастом. Доля стволовых клеток, способных к дифференциации, в кост-
ном мозге в момент рождения человека – одна на 10 тысяч кроветворных 
клеток. У подростков она уже в 10 раз меньше, к 50 годам – одна на пол-
миллиона, в 70 лет – лишь одна на миллион. 
К счастью, стволовые клетки могут быть внесены в организм ис-
кусственно. В последние годы опубликовано много работ, подтвер-
ждающих, что стволовые клетки, попадая на поврежденные участки 
самых разных органов, превращаются в клетки именно того типа, ко-
торый необходим, чтобы залечить повреждение. В пораженном ин-
фарктом сердце они преобразуются в клетки сердечной мышцы – 
миоциты, в пораженном инсультом головном мозге – в нейроны и 
глиальные клетки. Стволовые клетки могут превращаться в клетки 
печени, костного мозга и т. д. 
Основы науки о стволовых клетках были заложены около 30 лет 
тому назад советскими учеными А. Я. Фриденштейном и И. Л. Чертко-
вым. В 1999 г. эти клетки «переоткрыли» американские ученые, за-
тем последовало лавинообразное возрастание интенсивности работ в 
этой области. Такого прорыва в медицине не было со времен откры-
тия пенициллина, т. к. человечество приблизилось к получению «ле-
карства» от физических травм, паралича, цирроза, инсульта, инфаркта, 
болезни Паркинсона, инсулин-зависимого диабета, болезни Альцгей-
мера, последствий травм спинного мозга и многих других болезней, 
ранее считавшихся неизлечимыми. В далекой перспективе – полное 
восстановление или замена поврежденных органов, причем без им-
мунного отторжения, возникающего при трансплантации, поскольку 
такие клетки являются для организма родными. 
Различают несколько типов стволовых клеток в зависимости от 
степени их дифференциации. Оплодотворенная яйцеклетка называет-
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ся тотипотентной, т. е. способной дать начало всему организму.  
В ходе развития она делится на несколько одинаковых тотипотентных 
клеток, которые иногда расходятся и дают начало монозиготным (од-
нояйцевым) близнецам. 
На ранней стадии эмбрионального развития образуется бласто-
цист – полый шар, стенки которого состоят из клеток. Клетки внеш-
них слоев дают начало плаценте, а внутренних – тканям организма. 
Каждая из внутренних клеток способна дать начало большинству тка-
ней, но не целому организму, поскольку в них блокирована информа-
ция о плаценте. Такие клетки называются плюрипотентными. По 
мере дальнейшего развития эмбриона специализация клеток усилива-
ется, и стволовые клетки уменьшают свой потенциал к превращениям. 
Теперь они могут давать начало лишь нескольким тканям. Такие клет-
ки называются полипотентными.  
Таким образом, эмбриональные стволовые клетки – это плюрипо-
тентные клетки из внутреннего слоя бластоциста, развившиеся в пер-
вые дни после оплодотворения. Из них можно получить любой орган и 
любую ткань взрослого организма. Эмбриональные стволовые клетки 
впервые культивировал в 1998 г. американский ученый Дж. Ф. Томсон, 
который обнаружил, что из стволовых клеток, пересаженных мыши, 
формируются разнообразные ткани. Ожидается, что с помощью ство-
ловых клеток с использованием технологии клонирования, схожей с 
технологией клонирования овечки Долли, можно будет выращивать на 
заказ человеческие органы или части органов (например, сердечные 
клапаны), которые не будут отторгаться организмом реципиента. Тео-
ретически такие возможности предсказывались давно, но только те-
перь, в связи с прорывом в методологии культивирования тканей жи-
вотных, начинают рассматривать их практическое использование. 
Вопрос о том, где можно брать эмбриональные стволовые клетки, 
требует этической проработки. Потенциальных возможностей две – 
абортивный материал при естественном и искусственном оплодотво-
рении. Известно, что при каждой успешной беременности, которая 
приводит к рождению живого ребенка, теряется несколько эмбрионов. 
Потеря некоторых из них вызвана генетическими аномалиями разви-
тия, а других – внешними физическими факторами или физиологиче-
ским либо психологическим состоянием матери. Очевидно, природа 
предопределила появление «лишних» эмбрионов почти в каждой бе-
ременности.  
Другим источником стволовых полипотентных клеток являются 
некоторые ткани, например найденные в бороздках мозга (с их помо-
141 
щью лечили повреждения сетчатки глаз крыс); в костном мозге (при 
введении в сердце крысы они дифференцировались в новую ткань 
сердечной мышцы); в волосяных фолликулах взрослого организма 
(давали начало клеткам кожи, использованным для трансплантации); в 
протоках поджелудочной железы (с их помощью излечен инсулин-
зависимый диабет у мышей); в крови из пупочного канатика (показали 
хорошие результаты при лечении лейкемии и инсульта у крыс); отка-
чанный жир (из его полипотентных стволовых клеток удалось вырас-
тить хрящевую, мышечную и жировую ткани с использованием раз-
ных питательных сред). Исследование стволовых клеток из выпавших 
детских зубов показало, что они могут превращаться в клетки буду-
щих зубов, одонтобласты, а также нервные и жировые ткани.  
Как видно, использование неэмбриональных стволовых клеток 
довольно перспективно. Однако есть ограничения, которые застав-
ляют исследователей обратить внимание именно на эмбриональные 
стволовые клетки. Во-первых, стволовые клетки взрослого человека 
не плюрипотентны, а полипотентны, т. е. из них можно получить не 
любые органы и ткани организма, а только определенные. Во-
вторых, в процессе развития организма его клетки подвержены раз-
личным генетическим нарушениям: соматические мутации, влияние 
вирусов и многое другое. Такие нарушения могут быть незаметны в 
стволовых клетках, однако могут сказываться на функции органов и 
тканей. Согласно К. Н. Янковскому, длина ДНК в организме челове-
ка в тысячу раз превышает расстояние от Земли до Солнца (2 набора 
по 1,5 м в 5 ⋅ 1013 клетках, т. е. 1014 м). От материнского наш геном 
отличают 100 новых генеративных мутаций. «Папину» половину на-
шего генома от «маминой» отличают 2 000 000 «старых» мутаций 
(многим мутациям более 1 млн. лет). 
Гибридизация клеток животных. Наиболее перспективным на-
правлением клеточной инженерии в настоящее время является полу-
чение гибридом. Основная цель – «обессмертить» клетку, продуци-
рующую ценные вещества, путем слияния с раковой клеткой и клони-
рования полученной гибридомной линии.  
Гибридома – это гибридная клеточная линия, полученная при 
слиянии нормальных и миеломных клеток. Обладает способностью к 
неограниченному росту и синтезу моноклональных антител. Миелом-
ная клетка – это клетка злокачественной опухоли иммунной системы. 
Гибридомы получены на основе клеток – представителей различ-
ных царств живого. Слияние клеток растений, обычно медленно рас-
тущих в культуре, с клетками растительных опухолей позволяет по-
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лучить клоны быстрорастущих клеток – продуцентов нужных соеди-
нений. Но наиболее многообразны и широко востребованы примене-
ния гибридомной технологии к животным клеткам, где с ее помощью 
получают неограниченно размножающиеся продуценты гормонов и 
белковых факторов крови. Наибольшее практическое значение имеют 
гибридомы – продукты слияния клеток злокачественных опухолей 
иммунной системы (миелом) с нормальными клетками той же систе-
мы – лимфоцитами. 
При попадании в организм животного или человека чужеродно-
го агента – бактерий, вирусов, «чужих» клеток или просто сложных 
органических соединений – лимфоциты мобилизуются для обезвре-
живания введенного агента. Имеется несколько популяций лимфо-
цитов, функции которых различаются. Существуют так называемые 
Т-лимфоциты, среди которых выделяются Т-киллеры («убийцы»), не-
посредственно атакующие чужеродный агент с целью его инактива-
ции, и В-лимфоциты, основная функция которых состоит в продукции 
иммунных белков (иммуноглобулинов), узнающих чужеродный агент. 
В-лимфоциты вырабатывают иммунные белки, представляющие со-
бой антитела к чужеродному агенту – антигену.  
Ни Т-, ни В-лимфоциты не могут воспроизводиться в культуре. 
Однако слияние Т-лимфоцита-киллера с опухолевой клеткой дает 
клон неограниченно размножающихся клеток, выслеживающих опре-
деленный антиген – тот, к которому был специфичен взятый для гиб-
ридизации Т-лимфоцит. Подобные Т-киллерные гибридомные клоны 
используют в борьбе с раковыми клетками в организме больного. 
При слиянии В-лимфоцита с миеломной клеткой получаются 
В-гибридомные клоны, широко применяемые как продуценты анти-
тел, специфических к тому же антигену, что и антитела, синтезируе-
мые породившим клон В-лимфоцитом, т. е. моноклональных анти-
тел. Моноклональные антитела однородны по своим свойствам, они 
обладают одинаковым сродством к антигену и связываются с одной 
единственной антигенной детерминантой молекулы-мишени (эпито-
пом). В этом состоит важное преимущество моноклональных анти-
тел – продуктов В-гибридом перед антителами, получаемыми без при-
менения клеточной инженерии, путем иммунизации лабораторного 
животного избранным антигеном – поликлональными антителами. 
Поликлональные антитела выделяют из сыворотки крови иммунизи-
рованного животного или получают в результате непосредственного 
взаимодействия антигена с популяцией лимфоцитов в культуре ткани. 
В итоге получается смесь антител (поликлональный препарат), раз-
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личных по специфичности и сродству к одному и тому же антигену, 
что объясняется участием в выработке антител различных клонов  
В-лимфоцитов и наличием у антигена нескольких эпитопов, каждый 
из которых соответствует особому типу антител. Основными недос-
татками поликлональных антител являются следующие: содержание 
отдельных антител в поликлональном препарате варьирует от одной 
партии к другой; их нельзя применять, если необходимо различить 
две сходные мишени, т. е. когда патогенная (мишень) и непатогенная 
(не-мишень) формы различаются единственной детерминантой. На-
оборот, моноклональные антитела избирательно связываются лишь с 
одной антигенной детерминантой, что имеет большое практическое 
значение для распознавания и лечения заболеваний, вызываемых чу-
жеродными агентами – бактериями, грибами, вирусами, токсинами, 
аллергенами и собственными трансформированными (раковыми) 
клетками. Моноклональные антитела также успешно и широко при-
меняют в аналитических целях для изучения клеточных органелл и 
биомолекул, тестирования лекарственных препаратов, оценки и мони-
торинга разных онкологических заболеваний, идентификации и кон-
троля патогенных микроорганизмов, для иммунологического скри-
нинга продуктов генов. 
Общая схема получения гибридом на основе миеломных клеток и 
иммунных лимфоцитов включает следующие этапы. 
1. Получение мутантных опухолевых клеток, погибающих при 
последующей селекции гибридомных клеток. Стандартным подходом 
является выведение линий миеломных клеток, не способных к синтезу 
ферментов запасных путей биосинтеза пуринов и пиримидинов из ги-
поксантина и тимидина соответственно. Отбор таких мутантов опухо-
левых клеток проводят с применением токсических аналогов гипо-
ксантина и тимидина. В среде, содержащей эти аналоги, выживают 
только мутантные клетки, которые лишены ферментов, необходимых 
для запасных путей биосинтеза нуклеотидов.  
2. Получение лимфоцитов – продуцентов антител к заданным ан-
тигенам. Животное (мышь, реже крысу, кролика) иммунизируют вве-
дением антигена в брюшную полость, внутривенно или подкожно. 
Для получения человеческих антител прибегают к иммунизации лим-
фоцитов человека в культуре ткани. 
3. Слияние лимфоцитов с опухолевыми клетками. Фузогенным 
фактором служит полиэтиленгликоль, вирус Сендай, мощное элек-
трическое поле. Предварительно клетки обрабатывают проназой, ней-
раминидазой. 
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4. Скрининг гибридомных клеток. Применяют селективную среду 
ГАТ, содержащую аминоптерин, блокирующий синтез нуклеотидов 
по основным путям, и предшественники запасных путей биосинтеза – 
гипоксантин и тимидин. На этой среде родительские миеломные клет-
ки погибают как генетически дефектные по ферментам запасных пу-
тей биосинтеза нуклеотидов. Родители-лимфоциты, не слившиеся с 
миеломными клетками, тоже погибают, поскольку они не способны 
расти вне организма в заданных условиях. Выживают только гибри-
домные клетки, сочетающие в себе способность к неограниченному 
росту и синтезу нуклеотидов по запасным путям. 
5. Проверка способности гибридомных клеток продуцировать мо-
ноклональные антитела к заданному антигену. Для этого используют 
иммуносорбентный анализ. Образец культуральной жидкости с гиб-
ридомными клетками каждого из полученных типов вводят в реакцию 
с соответствующим антигеном, прочно закрепленным на носителе 
(например, на пластиковой планшетке с лунками). Антигеном в дан-
ном случае может являться образец, в котором хотят обнаружить спе-
цифическую молекулу или микроорганизм. Планшетку промывают, 
чтобы удалить несвязавшиеся молекулы первого антитела (они про-
дуцируются гибридомами). Для распознавания комплекса антиген – 
антитело к используемым антителам получают вторые антитела пу-
тем иммунизации этим иммуноглобулином лабораторного животного 
(например, иммуноглобулин мыши вводят в организм козы). Эти вто-
рые антитела ковалентно связывают с каким-либо ферментом (напри-
мер, с щелочной фосфатазой, уреазой или пероксидазой). Если выраба-
тываемые гибридомой антитела действительно связывают данный ан-
тиген, то добавление к ним вторых антител с пришитым ферментом 
ведет к образованию комплекса антиген – моноклональное антитело – 
антитело к моноклональному антителу – фермент. Последующее до-
бавление неокрашенного субстрата, соответствующего ферменту, за-
пускает ферментативную реакцию, протекание которой регистрируется 
по образованию окрашенного продукта. 
Существуют разновидности этого метода, в частности радиоим-
мунный и иммунофлуоресцентный анализ. Здесь антитела к иммуно-
глобулинам несут не фермент, а радиоактивную или флуоресцирую-
щую метку. 
6. Тестирование гибридом. Лунки исходной планшетки, в которой 
проводился иммуносорбентный анализ и которые дали положитель-
ную реакцию с изменением цвета (в иммуноферментном анализе), мо-
гут содержать смесь слившихся клеток. Чтобы получить линии, про-
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исходящие от одной клетки (клоны) и отличающиеся стабильностью 
по признаку образования антител, клеточную суспензию из таких лу-
нок разводят культуральной средой и высевают в другие лунки. После 
культивирования полученных клонов среды вновь тестируют, опреде-
ляя, какая из клеточных линий (гибридом) продуцирует моноклональ-
ные антитела, распознающие антиген-мишень. Эта процедура называ-
ется клонированием гибридомных клеток. Каждый клон, стабильно 
продуцирующий моноклональное антитело, можно поддерживать в 
культуре практически бесконечно. Кроме того, образцы можно замо-
розить в жидком азоте и использовать их в дальнейшем как источник 
клеток. 
В настоящее время получен целый ряд моноклональных антител, 
которые используются для обнаружения различных соединений и па-
тогенных микроорганизмов. 
Альтернативой гибридомной технологии получения монокло-
нальных антител являются генноинженерные методы их получения. 
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4. ПРИМЕНЕНИЕ ДОСТИЖЕНИЙ 
МОЛЕКУЛЯРНОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ 
 
4.1. Конструирование и применение ГМ-микроорганизмов 
 
Методами генетической инженерии удается усилить полезные для 
самых разных сфер народного хозяйства свойства микроорганизмов, а 
также сконструировать новые формы, не существующие в окружаю-
щей среде. Это очень важное условие применения микроорганизмов в 
промышленности, поскольку производства, основанные на использо-
вании микроорганизмов, оказываются рентабельными лишь при усло-
вии применения высокопродуктивных штаммов-продуцентов. Кроме 
высокой продуктивности микроорганизмы должны обладать и други-
ми полезными свойствами, обеспечивающими ведение технологиче-
ского процесса. Сюда относятся скорость роста, устойчивость к по-
вышенной температуре и кислотности среды, фагоустойчивость, ста-
бильность наследования признаков, способность усваивать дешевые и 
доступные субстраты и др. 
Рассмотрим отдельные сферы применения усовершенствованных 
микроорганизмов в народном хозяйстве. 
Получение с помощью микроорганизмов низкомолекулярных 
коммерческих продуктов. 
Производство аминокислот. Аминокислоты (АК) широко при-
меняются в пищевой промышленности как усилители вкуса и аромата 
(аланин, аспартат, глутамат), как пищевые добавки и антиоксиданты; 
в сельском хозяйстве в качестве кормовых добавок; в медицине для 
терапии послеоперационных больных, при лечении язв, бронхитов и 
др.; в химической промышленности в качестве исходных веществ при 
синтезе полимеров и производстве косметических средств. 
Ежегодно в мире производится более 800 000 т аминокислот, 
большую часть которых составляет L-глутаминовая кислота, которая 
используется для получения широко известного усилителя вкуса и 
аромата – глутамата натрия. 
Стоит отметить, что лидирующие позиции в получении высоко-
продуктивных штаммов бактерий, синтезирующих избыточные коли-
чества аминокислот, долгое время принадлежали российской школе 
генетиков, возглавляемой вначале Сосом Исааковичем Алиханяном, а 
позже – Вадимом Георгиевичем Дебабовым. Эти работы начаты во 
ВНИИ Генетика в 60-е гг. ХХ в., а в 80-е гг. получены патенты на про-
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дуценты треонина, которые были проданы в Японию – страну, где 
впервые стали получать АК методом микробной ферментации. Ко-
нечно, поначалу селекционная работа с бактериями целиком основы-
валась на классических методах – индуцированном мутагенезе in vivo 
и последовательном насыщении генома бактерий определенными му-
тациями. Стоит остановиться на этих достижениях более подробно. 
Первыми объектами для селекции служили бактерии Corynebacte-
rium и Brevibacterium spp. – неспорулирующие грамположительные 
почвенные бактерии, отличительной особенностью которых является 
природная способность продуцировать избыточные количества глу-
таминовой кислоты. Основным направлением работы с коринебакте-
риями являлось получение мутантов и совмещение мутаций в одной 
клетке. Основными типами мутаций являлись следующие: 
– регуляторные мутации, которые обеспечивают генетическую 
дерепрессию или десенсибилизацию ферментов биосинтетического 
пути. Их отбирают по признаку устойчивости к структурным анало-
гам АК, а иногда и среди ревертантов ауксотрофных мутантов. Ана-
логоустойчивость сопровождается также нарушением транспорта АК 
в клетку; 
– мутации по неспособности к образованию метаболита – ингиби-
тора синтеза нужной АК; 
– мутации, приводящие к блокированию синтеза метаболита, рас-
ходующего общий с нужной АК предшественник; 
– мутации по неспособности к дальнейшему метаболическому 
превращению АК (их отбирают по ауксотрофности). 
Стратегия традиционной селекции состояла в следующем: инду-
цировали мутации в геномах бактерий, отбирали перспективные му-
тантные бактерии, определяли биохимическую природу мутаций, сов-
мещали мутации в одной клетке, пользуясь системами генетического 
обмена. Необходимо подчеркнуть, что подобный подход позволил по-
лучить продуценты практически всех протеиногенных АК с уровнем 
продуктивности 15–100 г/л, что дало возможность организовать в 
бывшем СССР крупнотоннажное производство ряда АК (лизин, глу-
тамат, треонин и др.). 
В то же время в середине 70-х гг. накопились серьезные достиже-
ния молекулярной генетики и генетической инженерии, которые соз-
дали реальные предпосылки для замены традиционных методов и 
объектов селекции продуцентов АК методами конструирования 
штаммов. Объектом этих работ стала кишечная палочка как наиболее 
изученный на то время микроорганизм: для этой бактерии известны 
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молекулярные механизмы репликации ДНК, транскрипции и трансля-
ции, регуляции активности разных генов, лучше всего разработаны 
приемы генетического обмена и трансформации. Рассмотрим эти ме-
тоды на примере триумфального процесса получения продуцентов 
треонина во ВНИИГенетика.  
У штамма дикого типа E. coli K 12 среди мутантов, устойчивых к 
аналогу треонина, был отобран штамм MG442, у которого продукция 
треонина (3 г/л на среде с 3% глюкозы) была обусловлена по меньшей 
мере тремя мутациями: 
1) thrA442, которая делает гомосериндегидрогеназу не чувстви-
тельной к ингибированию треонином; 
2) ilvA442 в гене ilvA, кодирующем треониндезаминазу – первый 
фермент на пути превращения треонина в изолейцин. Этот мутантный 
блок является неполным (leaky-мутация) и приводит к резкому сниже-
нию сродства треониндезаминазы к треонину. Мутация снижала пре-
вращение треонина в изолейцин и ослабляла мультивалентную ре-
прессию треонинового оперона; 
3) relA (реверсия), обеспечивающей восстановление строгого 
контроля синтеза РНК. 
Затем треониновый оперон из штамма MG442 был клонирован в 
составе мультикопийного вектора pBR322 и возвращен в родительский 
штамм MG442 (амплификация генов), в который предварительно с по-
мощью трансдукции ввели мутацию в гене thrС, сделав этот штамм 
ауксотрофным по треонину, и в гене ilvA (ауксотрофность по изолей-
цину). Это обеспечивало стабильное наследование плазмиды клетками 
на синтетической среде без треонина, а также супрессию ауксотрофно-
сти по изолейцину (за счет сверхпродукции теронина). Полученный 
штамм накапливал в культуральной жидкости (КЖ) до 20 г/л треонина, 
что почти в 2 раза лучше достижения того времени (1981 г.). 
В дальнейшем этот штамм был существенно усовершенствован: 
– отобран вариант со слизистым характером колоний с поврежде-
ниями в гене lon, что выражалось в стабилизации ферментов, обеспе-
чивающих сверхсинтез треонина; 
– получены мутации, активирующие процесс аммонирования (усво-
ения неорганического аммония); 
– с помощью конъюгации в него введены расположенные на плаз-
миде гены, контролирующие усвоение сахарозы и, следовательно, 
дешевого субстрата – мелассы. В дальнейшем было установлено, что 
детерминанты усвоения сахарозы расположены в транспозоне Tn2555, 
и была проведена его интеграция в хромосому реципиента; 
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– усовершенствованы условия ферментации, что привело к созда-
нию рекордного процесса биосинтеза L-треонина, при котором за 30–
40 ч ферментации накапливается до 70 г/л треонина с конверсией са-
хара в целевой продукт, превышающей 40%. 
Гомосерин является предшественником треонина и метионина. 
Это соединение находит применение в фармацевтической промыш-
ленности, а также в производстве лизина микробным синтезом, по-
скольку промышленные продуценты лизина – это штаммы коринебак-
терий, ауксотрофные по гомосерину. 
Для получения штамма – сверхпродуцента гомосерина требуется 
активная работа генов, кодирующих только аспартокиназу и гомосе-
риндегидрогеназу, а последующее превращение гомосерина в треонин 
должно быть блокировано. Поэтому гибридная плазмида, несущая 
весь треониновый оперон, была подвергнута интенсивному мутагене-
зу in vitro гидроксиламином. После трансформации штамма E. coli, 
несущего мутацию в гене thrB, были отобраны клетки, продуцирую-
щие гомосерин в большом количестве, – пример эффективности лока-
лизованного мутагенеза. 
Производство витаминов. Другой пример успешного использо-
вания методологии генетической инженерии для создания промыш-
ленного продуцента первичного метаболита – это конструирование 
продуцента витамина В2 (рибофлавина) на базе Bacillus subtilis. Скон-
струирован специальный вектор для клонирования генов в бациллах. 
Семь генов, ответственных за биосинтез рибофлавина, сгруппированы 
у Bacillus subtilis в одном участке ДНК размером 6,3 кДа. Мутации, 
дерепрессирующие активность рибофлавинового оперона, были полу-
чены путем селекции штаммов, устойчивых к аналогам рибофлавина. 
Клонирование мутантного рибофлавинового оперона на плазмидном 
векторе с последующей селекцией привело к созданию штамма Bacil-
lus subtilis, способного за 25–35 ч ферментации в условиях аэрации 
продуцировать в КЖ 3,5–4,5 г/л витамина В2. В качестве источника 
углерода используется сахароза или меласса. Для сравнения гриб Ere-
mothecium ashbyi, который использовался в СССР для промышленного 
получения рибофлавина, за 70 ч ферментации образует всего 2 г/л ви-
тамина В2. 
Еще один пример касается получения витамина С (L-аскорбино-
вой кислоты). В настоящее время для крупномасштабного получения 
витамина С используют трудоемкий процесс, включающий одну мик-
робиологическую стадию и несколько химических; исходный суб-
страт – D-глюкоза (рис. 4.1). 
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Рис. 4.1. Промышленное получение аскорбиновой кислоты:  
D-глюкоза → каталитическое восстановление до D-сорбитола → окисление  
с помощью сорбитолдегидрогеназы (клетки Acetobacter suboxydans)  
в L-сорбозу → химическое окисление в 2-кето-L-гулоновую кислоту (2-КЛГ) →  
→ перевод в натриевую соль 2-КЛГ → обработка кислотой  
до образования L-аскорбиновой кислоты 
 
Оказалось, что 2-КЛГ можно получить и другим путем: бактерии 
Acetobacter, Gluconobacter, Erwinia могут превращать глюкозу в 2,5-ди-
кето-D-глюконовую кислоту, а другие (Corynebacterium, Brevibacte-
rium, Arthrobacter) – преобразовывать это соединение в 2-КЛГ. 
Можно было бы усовершенствовать существующую технологию 
совместным культивированием названных бактерий, но это не всегда 
возможно, т. к. они растут при разных рН, температуре и т. п. После-
довательное культивирование не позволит сделать процесс непрерыв-
ным. Наилучший выход – создание гибридного штамма, сочетающего 
в себе гены обеих бактерий. Выяснено, что Erwinia herbicola осуще-
ствляет превращение глюкозы в 2,5-дикето-D-глюконовую кислоту в 
ходе нескольких стадий (разные ферменты), а Corynebacterium sp. 
превращают 2,5-дикето-D-глюконовую кислоту в 2-КЛГ в одну ста-
дию (рис. 4.2). Поэтому проще перенести ген 2,5-дикето-D-глюконо-






Рис. 4.2. Микробный синтез 2-КЛГ 
 
Из Corynebacterium sp. выделили и очистили 2,5-дикето-D-глюко-
новой кислоты-редуктазу и определили последовательность ее первых 
40 N-концевых аминокислот. Исходя из этих данных синтезировали 
два 43-нуклеотидных гибридизационных зонда, соответствующих 
разным частям белковой молекулы. Зонды использовали для скринин-
га банка генов Corynebacterium sp. Выделили клон, содержащий ген 
2,5-дикето-D-глюконовой кислоты-редуктазы, и секвенировали ген. 
Нуклеотидные последовательности, расположенные до стартового кодо-
на АТG, вырезали и заменяли их сигналами транскрипции и трансляции, 
функционирующими в E. coli, поскольку регуляторные последовательно-
сти грамположительных микроорганизмов типа Corynebacterium spp. не 
функционируют в клетках кишечной палочки. Полученную конструкцию 
вводили в E. coli (при этом синтезировалась активная редуктаза), а затем 
переклонировали в векторе с широким кругом хозяев и трансформирова-
ли им Erwinia herbicola. 
Трансформированные клетки эрвиний активно превращали 
D-глюкозу непосредственно в 2-КЛГ. Полученный гибрид приобрел 
D-глюкоза 
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способность синтезировать конечный продукт комбинированного ме-
таболического пути. Позже была увеличена коммерческая ценность 
редуктазы путем аминокислотных замен, повышающих ее каталити-
ческую активность и термостабильность.  
Исходя из аминокислотной последовательности этого фермента 
была воссоздана его вторичная структура, состоящая из восьми па-
раллельных β-слоев, перемежающихся восьмью α-спиралями, кото-
рые соединялись с β-слоями петлями разной длины (рис. 4.3).  
 
 
Рис. 4.3. Структура 2,5-дикето-D-глюконовой кислоты-редуктазы,  
воссозданная исходя из ее аминокислотной последовательности  
(стрелки – β-слои; полоски – α-спиральные участки;  
кружки – аминокислотные остатки; желтый кружок –  
192-й аминокислотный остаток) 
 
Такой характер укладки полипептидной цепи был установлен для 
17 других ферментов с уже известной кристаллической структурой, и 
по аналогии с ними были идентифицированы три петли, предположи-
тельно участвующие в связывании субстрата. С помощью олигонук-
леотид-направленного мутагенеза было получено 12 мутантных бел-
ков, каждый из которых содержал одну аминокислотную замену в од-
ной из петель. Двенадцатая мутантная форма, у которой остаток 
глутамина в положении 192 был заменен на аргинин, была примерно в 
2 раза более активной. Замена глициновых остатков в положениях 55 
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и 57 на аланиновые позволила получить более термостабильный фер-
мент по сравнению с нативной формой (пример белковой инженерии). 
Получение этанола и фруктозы. Как известно, рентабельность 
тех или иных биотехнологических производств во многом зависит от 
стоимости сырья, что диктует использование таких недорогих возоб-
новляемых источников углерода и энергии, как крахмал и целлюлоза. 
Их много в зерне и картофеле, которые часто служат сырьем для по-
лучения этанола и фруктозы.  
Одной из дорогостоящих стадий получения названных продуктов в 
данном случае становится «осахаривание» – гидролиз поли- и олигоса-
харидов до глюкозы. В случае использования крахмала желированное 
дробленое зерно обрабатывают последовательно α-амилазой (гидроли-
зует доступные α-1,4-связи в крахмале с образованием олигосахаридов) 
и глюкоамилазой (гидролизует олигосахариды до глюкозы, ее основная 
функция – расщепление поперечных сшивок в декстринах). Получен-
ная глюкоза может затем сбраживаться дрожжами в этанол или изоме-
ризовать во фруктозу с помощью глюкоизомеразы. Таким образом, 
стоимость производства этанола и фруктозы в основном определяется 
стоимостью ферментов, которые обычно используются однократно. 
Рассмотрим пути повышения эффективности названных процес-
сов с помощью молекулярной биотехнологии. 
Из клеток грибов Aspergillus awamori выделили полноразмерную 
кДНК глюкоамилазы и встроили в одну из плазмид дрожжей Saccha-
romyces cerevisiae под контроль промотора дрожжевого гена енолазы. 
В результате отобран штамм дрожжей с глюкоамилазной активно-
стью, способный в лабораторных условиях превращать растворимый 
крахмал в этанол. Для усовершенствования этого штамма проделаны 
следующие манипуляции: 
– из промотора енолазы удалили область отрицательного контро-
ля транскрипции; 
– дрожжевую гибридную плазмиду изменили, удалив сайт ини-
циации репликации и встроив сегмент ДНК, гомологичный участку 
хромосомы дрожжей, превратив ее тем самым в интегрирующий век-
тор, который встраивается в хромосому и стабильно поддерживается 
в клетке; 
– полученную плазмиду перенесли в другой штамм дрожжей, ус-
тойчивый к высокой концентрации этанола. 
Все эти события позволили увеличить выход этанола из раство-
римого крахмала в 3 раза по сравнению с природными амилолитиче-
скими дрожжами Saccharomyces diastaticus.  
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Изомеризация глюкозы во фруктозу – обратимая реакция, конеч-
ное содержание образующейся фруктозы находится в прямой зависи-
мости от температуры, которая в большинстве производственных про-
цессов составляет примерно 60°С. Повысив температурный оптимум и 
термостабильность изомеразы, можно увеличить выход фруктозы. 
Из термофильных бактерий Thermus thermophilus выделена глю-
козоизомераза, которая активна и стабильна при 95°С. Поскольку 
природный штамм термофилов продуцирует ее в малых количествах, 
ген глюкозоизомеразы клонировали на плазмидном векторе под кон-
тролем разных промоторов и осуществили его экспрессию в бактери-
ях E. coli и B. brevis. В клетках B. brevis удалось добиться превышения 
в 1000 раз исходной активности фермента. 
Еще одна возможность увеличения активности термостабильной 
глюкозоизомеразы состоит в повышении ее субстратной специфично-
сти. В одном из таких экспериментов исследовался фермент (глюко-
зоизомераза – это, по сути, ксилозо/глюкозоизомераза с двумя актив-
ностями: превращение D-ксилозы в D-ксилулозу и D-глюкозы в  
D-фруктозу) бактерий Clostridium thermosulfurogenes. С помощью 
сайт-специфического мутагенеза заменяли нуклеотиды в составе со-
ответствующего гена. Выбор сайтов для модификации основывался на 
данных об участии соответствующих АК в связывании субстрата. За-
мена триптофага-139 на фенилаланин или валина-186 на треонин при-
водила к повышению активности фермента в отношении глюкозы в 
1,7 и 2,6 раза соответственно и к ее уменьшению по отношению к 
ксилозе в 2 и 7 раз. При одновременной замене двух АК каталитиче-
ская активность в отношении глюкозы повысилась в 5,7 раза, а в от-
ношении ксилозы снизилась в 4,5 раза. Это пример белковой инжене-
рии; полученный продуцент можно использовать для промышленного 
производства фермента. 
Получение с помощью микроорганизмов лекарственных пре-
паратов. 
Производство антибиотиков. Среди вторичных метаболитов, 
получаемых с помощью микроорганизмов, в биотехнологических 
производствах лидируют антибиотики. Ежегодно в мире производится 
100 000 т антибиотиков на сумму около 5 млрд. долларов, при этом 
более 100 млн. долларов приходится на долю антибиотиков, вноси-
мых в корм скоту в качестве добавок или ускорителей роста. 
Под первичными метаболитами понимают продукты обмена 
(углеводы, белки (в т. ч. ферменты), аминокислоты, нуклеиновые ки-
слоты и их составляющие, липиды, витамины, кофакторы), которые 
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образуются во всех живых организмах в процессе роста и развития и 
являются жизненно необходимыми для клеток веществами.  
В противоположность первичным различают вторичные мета-
болиты – продукты вторичного обмена, вещества, не являющиеся 
обязательными для роста или функционирования клетки, но синтези-
рующиеся в определенной фазе роста клетки или организма (для мик-
робных культур – в стационарной фазе). Вторичные метаболиты 
обычно участвуют в защите клеток или организмов от тех или иных 
воздействий. К их числу относят антибиотики, фенолы, алкалоиды, 
терпеноиды, стероиды, токсины и др. Наибольшее число вторичных 
метаболитов образуется растениями, для микроорганизмов самыми 
распространенными вторичными метаболитами являются антибиотики. 
В настоящее время известно более 6000 антибиотиков (АБ), выде-
ленных из разных микроорганизмов. Они обладают разной специфич-
ностью действия (различные мишени в клетках разных микроорганиз-
мов) и разными механизмами действия. Непрерывно ведется поиск но-
вых АБ в связи с тем, что их широкое использование вызывает быстрое 
распространение АБ-устойчивых патогенных микроорганизмов. По 
разным оценкам, каждый год ученые обнаруживают от 100 до 200 но-
вых АБ, но применение находят только те из них, которые имеют 
большую терапевтическую ценность и экономический интерес. На их 
долю приходится 1–2% всех обнаруживаемых АБ. Большой эффект 
здесь может дать технология рекомбинантных ДНК. Во-первых, с ее 
помощью можно создавать новые АБ с уникальной структурой, оказы-
вающие более мощное воздействие на определенные микроорганизмы 
и обладающие минимальными побочными эффектами. Во-вторых, ген-
ноинженерные подходы могут использоваться для увеличения выхода 
АБ и, соответственно, снижения стоимости их производства. 
Рассмотрим некоторые достижения в данной области биотехноло-
гии. С помощью генной инженерии можно не только создавать новые 
АБ, но и увеличивать эффективность синтеза уже известных. Лимити-
рующим фактором в промышленном производстве АБ с помощью 
Streptomyces spp. (эти бактерии синтезируют подавляющее большин-
ство основных АБ) часто является количество доступного клеткам ки-
слорода. Вследствие плохой растворимости кислорода в воде и высо-
кой плотности культуры Streptomyces spp. его часто оказывается не-
достаточно, поэтому рост и метаболизм замедляются и выход АБ 
снижается. Для решения этой проблемы усовершенствуют реакторы, а 
также создают генноинженерные штаммы стрептомицетов, более эф-
фективно использующих молекулярный кислород. 
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Известно, что некоторые дышащие микроорганизмы для выжива-
ния в условиях недостатка О2 прибегают к синтезу гемоглобин-подоб-
ного продукта, способного аккумулировать кислород и доставлять его 
в клетки. В частности, аэробные бактерии Vitreoscilla sp. синтезируют 
гомодимерный гемсодержащий белок, функционально подобный ге-
моглобину. Ген Vitreoscilla sp., кодирующий данный белок, клониро-
вали в плазмидном векторе для стрептомицетов и трансформировали 
бактерии Streptomyces coelicolor. Ген экспрессировался, и на долю хи-
мерного белка приходилось примерно 0,1% всех клеточных белков 
Streptomyces coelicolor. Трансформированные клетки, растущие при 
низком содержании растворенного кислорода (примерно 5% от насы-
щающей концентрации), синтезировали в 10 раз больше антибиотика 
актинородина на 1 г сухой клеточной массы и имели большую ско-
рость роста, чем нетрансформированные. 
Еще один пример демонстрирует возможности генетической ин-
женерии для создания новых, не существующих (или до сих пор неиз-
вестных) в природе путей биосинтеза АБ. Так, исходным материалом 
при химическом синтезе некоторых цефалоспоринов – антибиотиков с 
незначительным побочным эффектом, активных против множества 
бактерий, – является 7-аминоцефалоспорановая кислота (7АСА), кото-
рая в свою очередь синтезируется из АБ цефалоспорина С. К сожале-
нию, природные микроорганизмы, способные синтезировать 7АСА, до 
сих пор не выявлены. Зато сконструирован новый биосинтетический 
путь посредством включения специфических генов в плазмиду гриба 
Acremonium chrysogenum, который обычно синтезирует только цефа-
лоспорин С. Один из этих генов был представлен кДНК гриба Fusa-
rium solani, которая кодировала оксидазу D-аминокислот, а другой ген 
происходил из геномной ДНК Pseudomonas diminuta и кодировал  
цефалоспоринацилазу. В плазмиде гены находились под контролем 
промотора Acremonium chrysogenum. На первом этапе нового био-
синтетического пути цефалоспорин С превращается в 7-β-(5-кар-
бокси-5-оксопентанамид)-цефалоспорановую кислоту (кето-АD-
7АСА) при помощи оксидазы D-аминокислот. Часть этого продукта, 
вступая в реакцию с пероксидом водорода, одним из побочных про-
дуктов, превращается в 7-β-(4-карбоксибутанамид)-цефалоспорино-
вую кислоту (GL-7ACA). И цефалоспорин С, и кето-АD-7АСА, и  
GL-7ACA могут подвергаться гидролизу цефалоспоринацилазой с об-
разованием 7АСА, однако только 5% цефалоспорина С напрямую 
гидролизуется до 7АСА. Следовательно, для образования 7АСА с вы-
соким выходом необходимы оба фермента (рис. 4.4). 
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Рис. 4.4. Генетически сконструированный путь  
биосинтеза 7АСА из цефалоспорина С 
 
С помощью технологии рекомбинантных ДНК можно получать 
новые антибиотики с уникальными свойствами, манипулируя гена-
ми, участвующими в биосинтезе уже известных АБ. В одном из та-
ких экспериментов в бактериях Streptomyces sp. объединили два не-
много различающихся пути биосинтеза антибиотика, введя в него 
плазмиду с клонированными на ней генами, определяющими альтер-
нативный путь синтеза подобных (родственных) АБ. В результате 
трансформированные бактерии синтезировали новый АБ – медерро-
дин А. Это явление объясняют тем, что один из промежуточных про-
дуктов одного биосинтетического пути становился субстратом для 
фермента другого пути. 
Получение интерферонов. Об интерферонах человека уже шла 
речь в теме «Белковая инженерия». Напомним, что интерфероны – 
группа белков с рядом общих свойств, главным из которых является 
способность при контакте с клетками вызывать в них устойчивость к 
вирусной инфекции. Интерфероны позвоночных, в т. ч. человека, раз-
деляют на три группы – α-, или лейкоцитарные, β-, или фибробласт-
ные, и γ-, или иммунные. Они различаются структурой молекул, ря-





При выделении кДНК интерферонов пришлось преодолеть 
трудности, связанные с недостаточным содержанием соответ-
ствующих мРНК и белков. Процедура выделения кДНК состояла в 
следующем: 
– из лейкоцитов человека выделили мРНК и фракционировали ее 
по размерам; провели обратную транскрипцию и встроили в сайт Pst 
плазмиды pBR322; 
– полученным вектором трансформировали E. coli. Отобрали 
6000 клонов и разделили их на 12 групп; 
– каждую группу клонов гибридизовали с неочищенным препара-
том мРНК (интерферонной); 
– из гибридов, содержащих мРНК и клонированную ДНК, выде-
лили мРНК и провели ее трансляцию в бесклеточной системе синтеза 
белка; 
– определили интерферонную противовирусную активность каж-
дой смеси, полученной в результате трансляции. Группы, проявившие 
интерферонную активность, содержали клон с кДНК, гибридизовав-
шийся с мРНК (интерферонной); 
– позитивные группы разбили на 8 подгрупп, содержащих по 
64 клона, и вновь провели тестирование. Повторяли такую процедуру 
до тех пор, пока не идентифицировали клон, содержащий полнораз-
мерную мРНК (интерферонную) человека. 
Когда необходимо получить большое количество интерферона, 
соответствующую кДНК субклонируют в экспрессирующем векторе 
E. coli, который позволяет достичь высокого уровня экспрессии. 
Получение человеческого инсулина. Инсулин представляет собой 
гормон, секретируемый клетками поджелудочной железы в кровь и 
участвующий в углеводном обмене. Процесс синтеза инсулина в клет-
ках осуществляется в ходе нескольких стадий: вначале на рибосомах 
образуется препроинсулин, который содержит сигнальный пептид, 
направляющий пептидную цепь внутрь эндоплазматического ретику-
лума. Там отщепляется сигнальный пептид и замыкаются дисульфид-
ные мостики – формируется проинсулин. Последний поступает в ап-
парат Гольджи и депонируется в клеточных везикулах, где в ходе от-
щепления С-пептида (33 аминокислотных остатка) образуется зрелый 
инсулин. Молекулы зрелого инсулина состоят из А- и В-цепей, соеди-
ненных дисульфидными мостиками. 
Чистый инсулин необходим в большом количестве для лечения 
диабета. До недавнего времени гормон приходилось получать дорого-
стоящим и трудоемким способом из поджелудочной железы живот-
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ных. Этот инсулин вызывал ответную реакцию – образование антител. 
В настоящее время инсулин человека получают с помощью сверхсин-
теза бактериями, сконструированными методами генетической инже-
нерии. Инсулин стал первым коммерческим генноинженерным про-
дуктом, продуцируемым бактериями, разрешенным к широкому при-
менению в терапии диабета. 
Ген инсулина млекопитающих содержит интрон, поэтому для 
клонирования нельзя было использовать сам ген, т. к. бактерии не 
способны к сплайсингу. Оставалось две возможности – использо-
вать кДНК, полученную копированием проинсулиновой мРНК, ли-
бо синтезировать кодирующие последовательности химическим 
путем. На самом деле осуществлены оба эксперимента, при этом 
клонирование в бактериях проинсулиновой кДНК приводило к об-
разованию предшественника гормона, который не мог превратить-
ся в клетках E. coli в зрелый инсулин, поскольку в них не осуще-
ствляется необходимый специфический посттрансляционный про-
цессинг. Для получения инсулина нужна была дополнительная 
стадия ферментативного расщепления проинсулина in vitro. В дру-
гом, более результативном эксперименте нуклеотидные последова-
тельности, кодирующие А- и В-цепи инсулина, синтезировали хи-
мически. Для этого вначале определили последовательность амино-
кислот в А- и В-цепях инсулина и предсказали последовательность 
нуклеотидов во фрагментах ДНК на основании генетического кода. 
А-фрагмент содержал 69 п. н.: 60 п. н. – кодирующая часть, плюс 
стартовый (ATG) и терминирующий (TGA) кодоны. Фрагмент В со-
держал 96 п. н. (рис. 4.5).  
Стартовые метиониновые кодоны вводили в состав фрагментов 
гена инсулина для того, чтобы можно было отделить цепи инсулина от 
прокариотических аминокислотных последовательностей (N-участок  
β-галактозидазы). 
Для экспрессии клонированных генов инсулина в клетках ки-
шечной палочки осуществляли встраивание каждого синтезирован-
ного фрагмента в плазмидный вектор под контроль β-галакто-
зидазного промотора. Данный регуляторный элемент выбран неслу-
чайно. Уже упоминалось, что эукариотические белки, накапливаясь 
в клетках прокариот в больших количествах, тормозят их рост в 
основном из-за токсичности, а также деградируются протеазами. 
В таких случаях полезным может оказаться выращивание бактери-




Рис. 4.5. Схема процесса образования  
человеческого инсулина бактериями E. coli:  
RI – рестриктаза типа I; CnBr – цианогенбромид 
 
Известно, что лактозный оперон E. coli регулируется по типу ин-
дукции, т. е. инкубирование клеток с рекомбинантными ДНК в отсут-
ствие индуктора позволяет им быстро достичь необходимой плотно-
сти популяции (инсулиновые гены не транскрибируются), а когда в 
культуральную жидкость вносят индуктор (изопропилтиогалактозид), 
клетки начинают массово синтезировать цепи инсулина. 
Итак, компетентные клетки E. coli трансформировали гибридны-
ми векторами и отбирали потомство на среде с ампициллином 
(рис. 4.5). В трансформированных бактериях синтезировались пред-
шественники А- и В-цепей инсулина. С помощью цианогенбромида, 
разрушающего метионин и с меньшей эффективностью триптофан, от 
предшественников отщепляли короткий β-галактозидный участок 
вместе с одним остатком метионина (эти белки не содержат других 
остатков метионина и триптофана). 
После очистки А- и В-цепи смешивали в условиях, способствую-
щих образованию прочных бисульфидных связей, в результате чего 
получался чистый человеческий инсулин. 


















Разработка методов генетической инженерии изменила структуру 
и содержание современной промышленной микробиологии. Во-
первых, значительно возросла продуктивность микроорганизмов, ис-
пользуемых для синтеза биологически активных веществ (сайт-
специфический мутагенез в области регуляторных элементов генов, 
амплификация генов, введение в геном новых кодирующих последо-
вательностей и т. п.). Во-вторых, появилась возможность менять пита-
тельные потребности продуцентов, придавать им устойчивость к оп-
ределенным факторам окружающей среды, повышать их конкуренто-
способность, скорость роста и др. Наконец, изменилась сама логика 
промышленной микробиологии: ранее для обнаруженного вновь про-
дуцента какого-либо метаболита создавались методы и средства его 
биотехнологической эксплуатации, теперь появилась возможность 
воспользоваться только геном или группой генов нового штамма и 
перенести их в адаптированный для производства соответствующей 
категории веществ, хорошо изученный микроорганизм. 
Производство моноклональных антител с помощью E. coli. 
Гибридомы, подобно большинству других клеточных культур живот-
ных, растут относительно медленно, не достигают высокой плотности, 
требуют сложных и дорогих сред. Поэтому получаемые таким спосо-
бом моноклональные антитела слишком дороги, чтобы их можно было 
массово использовать. Удешевить продукт можно, создав «биореакто-
ры» – генетически модифицированные бактерии, животные, растения.  
Последовательность операций при создании бактериальных про-
дуцентов моноклональных антител: 
1. Из В-лимфоцитов, вырабатывающих антитела мыши или чело-
века, выделяют мРНК. 
2. К мРНК синтезируют кДНК. 
3. Проводят раздельную ПЦР-амплификацию кДНК, кодирующих 
H- и L-цепи. 
4. С помощью рестриктаз встраивают фрагменты кДНК в вектор 
на основе фага λ (фрагменты H- и L-цепей различаются по величине) – 
клонирование множества фрагментов H- и L-цепей.  
5. Объединяют фрагменты кДНК H- и L-цепей в одном векторе. 
Получают комбинаторную библиотеку, содержащую все возможные 
сочетания фрагментов H- и L-цепей с экспрессией соединенного фраг-
мента в одном векторе. На этом этапе в одном векторе образуется ши-
рокий спектр генов различных антител. Некоторые из них кодируют 
уникальные сайты связывания, получить которые методом гибридом-
ной технологии было бы невозможно. Пул антител млекопитающих 
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включает 106–108 разных антител. Фаговая библиотека содержит пример-
но столько же клонов. Поэтому можно ожидать, что одна комбинаторная 
библиотека будет вырабатывать такое же количество разных антител, как 
любое млекопитающее. Кроме того, один раз создав библиотеку, можно 
комбинировать H- и L-цепи и получать фрагменты АТ (участки связыва-
ния), распознающие необычные эпитопы. Еще большего разнообразия 
добиваются с помощью сайт-специфического мутагенеза. 
6. Скрининг бляшек для выявления антиген-связывающей актив-
ности (например, с помощью ферментного иммуносорбентного анали-
за). Синтез H- и L-цепей происходит во время литического цикла фага λ. 
7. Вырезание из вектора части плазмидной ДНК, фланкирующей 
вставку, и трансформация этой ДНК клеток E. coli. 
 
4.2. Создание и использование 
генетически модифицированных растений 
 
После разработки методики трансформации растений исследова-
тели стали пытаться вводить различные растительные и бактериаль-
ные гены в клетки самых разных растений. При этом использовали 
специально подобранные растительные промоторы (например, промо-
тор гена малой субъединицы рибулозодифосфат карбоксилазы).  
Для отбора трансформированных растений используют маркеры. 
Однако трансгенные растения, предназначенные для культивирования 
в окружающей среде и употребления в пищу, не должны содержать 
маркерных генов, поскольку последние могут обусловливать синтез 
аллергенов или токсичных веществ, а гены устойчивости к антибио-
тикам могут попасть в геномы патогенных микроорганизмов.  
Поэтому были разработаны приемы получения трансгенных рас-
тений без каких-либо маркеров. 
1. Растение котрансформируют двумя разными ДНК (одна – с 
маркером, вторая – с интересующим экспериментатора геном). Какая-
то часть трансформированных растений может получить оба гена, ко-
торые, однако, интегрированы в разные сайты хромосомальной ДНК. 
После отбора трансформантов маркерный ген можно удалить из 
трансгенного растения с помощью обычного скрещивания. 
2. Селективный маркерный ген встраивают между растительными 
мобильными элементами (Ds-элементами) и такую конструкцию вво-
дят в Т-ДНК вместе с геном транспозазы, которая вырезает участок 
ДНК между Ds-элементами и перемещает его в другой хромосомаль-
ный сайт (рис. 4.6). В процессе встраивания Т-ДНК в ДНК растения-
163 
хозяина в 90% случаев селективный маркер, находящийся между дву-
мя Ds-элементами, оказывается в другом сайте хромосомальной ДНК, 
при этом с вероятностью 50% этот сайт находится далеко от исходно-




Рис. 4.6. Схематическое представление Т-ДНК, входящей в состав вектора:  
Л и П – левая и правая фланкирующие последовательности 
 
Основными целями создания трансгенных растений являются: 
– расширение спектра сортов; 
– получение высокоурожайных растений, устойчивых к насеко-
мым-вредителям, микроорганизмам, гербицидам, неблагоприятным 
условиям; 
– замедление старения растений; 
– изменение качества и пищевой ценности растительных продуктов; 
– использование растений в качестве «биореакторов» для произ-
водства биологически активных веществ. 
Выведение устойчивых к различным факторам растений.  
Для получения растений, устойчивых к насекомым-вредителям, 
применяли следующие подходы. 
1. Использование протоксина Bacillus thuringiensis. Это безопас-
ное средство защиты, поскольку, попадая в окружающую среду, он 
теряет активность. Задача сводится к созданию трансгенного расте-
ния, синтезирующего активную форму бактериального инсектицида в 
количестве, достаточном для защиты растения от вредителя. 
Перенесли гены Bacillus thuringiensis, ответственные за синтез ин-
сектицидных белков, в растения табака, хлопка, томатов и обнаружи-
ли, что они практически не экспрессируются в растениях. Решали 
возникшую проблему так: 
– подстраивали гены под сильный растительный промотор; 
– исследовали разные протоксины, продуцируемые различны-
ми штаммами бацилл, сопоставляя их аминокислотные последова-
тельности. Установили, что N-концевые участки консервативны, а 
С-концевые – вариабельны, а также что вся инсектицидная актив-
ность токсина обеспечивается первыми 646 N-концевыми амино-
кислотами; 
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– участок гена протоксина, кодирующий высококонсерватив-
ную последовательность, клонировали, экспрессировали в бактери-
ях. Установили, что по отношению к насекомым отряда чешуекры-
лых он столь же активен, как и нативный белок; 
– укороченным геном трансформировали растения томата, где ген 
включался в хромосомальную ДНК – растения проявляли устойчи-
вость к вредителям, но не столь выраженно, чтобы можно было обой-
тись без дополнительных обработок; 
– усовершенствовали ген: химический синтез с заменой кодонов 
на привычные растению, усовершенствованные сигналы транскрип-
ции и трансляции – растения синтезировали в 100 раз больше токсина 
по сравнению с таковыми, содержащими ген дикого типа. 
2. Ген протоксина вводили не в хромосомальную, а в хлоропласт-
ную ДНК. Такой подход обеспечивает следующие преимущества: во-
первых, вводимый ген не надо модифицировать, т. к. транскрипцион-
ный и трансляционный аппараты хлоропластов – прокариотического 
типа; во-вторых, на одну клетку приходится много хлоропластов, что 
повышает дозу гена в растении; В-третьих, хлоропласты передаются 
только через яйцеклетку, а не через пыльцу, так что растения насле-
дуют хлоропластную ДНК по материнской линии и нет риска нежела-
тельного переноса трансгенов с пыльцой на другие растения. 
Одна из форм гена протоксина уже введена и экспрессируется в 
таких растениях, как томат, табак, картофель, рис, кукуруза, яблоня, 
баклажан, люцерна, орех, тополь, ель, клюква и хлопок. В США полу-
чено разрешение на коммерческое использование Bt-картофеля, устой-
чивого к колорадскому жуку, а также Bt-хлопка и кукурузы, которые 
занимают основную долю в общем объеме генетически модифициро-
ванных растений этих культур, выращиваемых на полях США. 
Кроме генов протоксина для создания устойчивых к насекомым 
растений используют растительные гены ингибиторов протеиназ. Это 
часть защитной системы самого растения: эти белки, попадая в орга-
низм растения, препятствуют гидролизу растительных белков. Прове-
дены эксперименты по выделению растительных генов ингибиторов 
протеиназ. Они снабжены сильными промоторами и возвращены в 
растения, которые приобрели устойчивость к насекомым-вредителям. 
Точно так же поступают с геном ингибитора α-амилазы (из фасо-
ли), геном холестеролоксидазы (из бактерий; фермент катализирует 
окисление стероидов с образованием перекиси водорода и активен 
против личинок хлопкового долгоносика, у которых разрушает мем-
браны эпителиальных клеток средней кишки). 
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Растения, устойчивые к вирусам. Вирусы растений часто причи-
няют значительный ущерб растениям и существенно снижают урожай. 
Чтобы не прибегать к обработке культур химическими препаратами, 
селекционеры попытались перенести природные гены устойчивости к 
вирусам от одной линии растений к другой. Однако устойчивые расте-
ния часто вновь становятся чувствительными, а устойчивость к одно-
му вирусу не гарантирует устойчивости к другим. 
Природный иммунитет к вирусным инфекциям обусловливается 
разными причинами: блокированием проникновения вируса в растение, 
предотвращением его распространения и др. Чтобы получить устойчи-
вые к вирусам растения, проводили их «иммунизацию» вирусными ге-
нами, кодирующими белки капсида, другими вирусными белками или 
антисмысловыми последовательностями вирусного генома. 
Если в трансгенном растении экспрессируется ген, кодирующий 
белок капсида вируса, который обычно инфицирует это растение, то 
способность вируса проникать в растение и распространяться в нем 
значительно снижается. Лежащий в основе механизм точно не уста-
новлен (есть предположения, что вирусный белок блокирует процесс 
«раздевания» вирионов либо, взаимодействуя с вирусной РНК, инги-
бирует ее трансляцию и/или взаимодействие с некими структурами 
клетки), однако ясно, что противовирусное действие начинает прояв-
ляться на ранних стадиях репликации вируса, так что вирусные части-
цы не образуются. Это снижает вероятность возникновения спонтан-
ных вирусных мутантов, способных к репликации в присутствии ви-
русного белка капсида. С помощью этого подхода были получены 
устойчивые к различным вирусам трансгенные растения множества 
разных культур: тыква, табак, рис, томат, люцерна, огурец, картофель. 
Более того, обнаружилось, что ген белка капсида одного вируса иногда 
обеспечивает устойчивость к широкому кругу неродственных вирусов. 
Молекула РНК, комплементарная транскрипту нормального гена 
(мРНК), называется антисмысловой, а сама РНК, участвующая в транс-
ляции, – смысловой. Антисмысловая РНК образует дуплекс с мРНК, 
блокируя трансляцию, так что в ее присутствии синтез белкового про-
дукта соответствующего гена уменьшается. Кроме того, дуплекс анти-
смысловая РНК – мРНК быстро деградируется, что уменьшает содер-
жание вирусной мРНК в клетке. Поэтому еще одним способом выведе-
ния устойчивых к вирусам сортов растений является введение в 
растение гена, обеспечивающего синтез антисмысловых РНК, компле-
ментарных мРНК вирусных белков капсидов. Эта методология обеспе-
чивает лишь частичную (неполную) защиту от вирусных инфекций. 
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Защита растений от патогенных вирусов может осуществляться 
также при участии противовирусных белков, синтезируемых самим 
растением. Например, в клеточной стенке фитолакки американской 
присутствуют три разных противовирусных белка. Если их выделить 
из водных экстрактов измельченных тканей растения и нанести на ли-
стья других растений, последние тоже окажутся устойчивыми к не-
скольким вирусам. Выделенную из фитолакки кДНК вводили в геном 
табака и картофеля с помощью бинарных векторов на основе  
Ti-плазмид. Трансформанты приобретали некоторую (неполную) ус-
тойчивость к вирусам. 
Растения, устойчивые к грибам и бактериям. Получены транс-
генные растения, синтезирующие в большом количестве хитиназу 
(гидролизует β-1,4-связи в молекулах N-ацетилглюкозамина – основ-
ного компонента клеточной стенки грибов), а также β-глюканазу (это 
собственные защитные белки растения). Такие растения приобрели 
высокую устойчивость к грибным заболеваниям. 
Фитопатогенные бактерии Erwinia carotovora наносят ущерб рас-
тениеводству (особенно страдает картофель). Выделены трансгенные 
растения картофеля, активно экспрессирующие ген лизоцима фага Т4. 
При этом лизоцим секретировался в апопласт (межклеточное про-
странство), где как раз и распространяется Erwinia carotovora. Расте-
ния приобрели устойчивость к фитопатогенным эрвиниям. 
Растения, противостоящие неблагоприятным воздействиям и 
старению. В отличие от животных, растения не могут защитить себя 
от неблагоприятных воздействий (высокая освещенность, УФ, высокие 
температуры, концентрация солей и др.). Поэтому в процессе эволюции 
у них выработались механизмы устойчивости к этим факторам. 
1. Окислительный стресс. Наиболее распространенным радикалом 
кислорода, представляющим опасность для растений, является суперок-
сид-анион. Фермент супероксид-дисмутаза нейтрализует это соедине-
ние, превращая его в пероксид водорода, который в свою очередь пре-
вращается в воду любой из множества клеточных пероксидаз или ката-
лаз. В одном из экспериментов получены трансформированные растения 
табака, несущие ген супероксид-дисмутазы под контролем сильного 
промотора. Они синтезировали этот фермент и были устойчивы к по-
вреждающему действию радикалов кислорода. У растений появлялось 
еще одно преимущество – устойчивость к гербициду метилвиологену и 
к световому воздействию. Супероксид-дисмутаза способствует также 
сохранению срезанных цветов при транспортировке (их увядание тоже 
происходит в результате образования радикалов кислорода). 
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2. Солевой стресс. Многие растения произрастают в условиях, где 
часто бывают засухи или сильно засолена почва. Чтобы приспосо-
биться к этим условиям, они синтезируют нетоксичные вещества – 
осмопротекторы. Эти вещества способствуют поглощению и удержа-
нию воды, а также препятствуют разрушению макромолекул под дей-
ствием высоких концентраций солей. Осмопротекторами являются 
сахара, спирты, пролин, четвертичные соединения аммиака, бетаин. 
Наиболее простой (одна стадия) синтез бетаина осуществляется в 
клетках кишечной палочки. Ген холиндегидрогеназы E. coli клониро-
вали на Ti-плазмиде и трансформировали растения табака. Получен-
ные трансгенные растения были на 80% более устойчивы к высоким 
концентрациям солей (300 ммоль), чем исходные, за счет накопления 
в тканях бетаина. 
3. Созревание плодов. Серьезной проблемой при транспортировке 
плодов фруктов и овощей является их преждевременное созревание и 
размягчение. Установлено, что при созревании плодов в растениях ак-
тивируются гены, кодирующие ферменты целлюлазу и полигалактуро-
назу. А если подавить экспрессию хотя бы одного из них, то созревание 
может начаться позже. Для инактивации указанных генов созданы 
трансгенные растения, в которых синтезировались антисмысловые 
РНК-версии этих генов. При введении гена, кодирующего антисмысло-
вую полигалактуроназную РНК, в растения томата и количество соот-
ветствующей мРНК, и активность фермента уменьшались на 90%. Та-
кие генетически модифицированные томаты известны как FLAVR 
SAVR. В 1994 г. Департамент по контролю за качеством пищевых про-
дуктов США пришел к выводу, что эти томаты столь же безопасны, как 
и полученные обычным скрещиванием, а потому при их продаже нет 
необходимости указывать их происхождение. 
Регулятор роста растений этилен инициирует экспрессию мно-
жества генов, ответственных за созревание и старение плодов. Об-
работка растений химическими препаратами, блокирующими синтез 
этилена, задерживает и созревание плода, и старение. Таким обра-
зом, преждевременное созревание плода можно предотвратить по-
давлением способности растения синтезировать этилен. Созданы 
трансгенные растения, синтезирующие антисмысловые версии 
мРНК ферментов, необходимых для синтеза растением этилена. 
У них уровень этилена был гораздо ниже нормы, а потому плоды 
имели длительный срок хранения. 
Генноинженерные методы позволяют не только ускорять процесс 
получения растений с улучшенными свойствами, но и создавать сорта 
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с новыми признаками, которые невозможно было бы передать расте-
ниям с помощью традиционных методов селекции. Например, в лабо-
раторных условиях уже получены такие культуры с улучшенными 
пищевыми качествами, как кукуруза и горох. При этом был изменен 
аминокислотный состав некоторых запасных белков их семян. Кроме 
того, созданы сорта масличных культур (пищевых и непищевых) с из-
мененным жирнокислотным составом плодов, а также предпринята 
попытка улучшить вкус фруктов за счет введения в растение гена мо-
неллина, кодирующего структуру белка, имеющего сладкий вкус  
(в 100 000 раз более сладкий, чем сахароза). 
Созданы трансгенные растения риса с улучшенными питательны-
ми свойствами за счет включения провитамина А в состав зерна (вво-
дили гены, кодирующие 3 фермента биосинтетического пути β-каро-
тина). Получили окрашенные в золотистый цвет зерна с повышенным 
содержанием каротина. 
Получены и испытываются трансгенные растения хлопка с  
окрашенным волокном (ведутся работы по увеличению прочности, 
несминаемости волокна с разной окраской, не дающего усадки при 
стирке). 
Недавно созданы трансгенные растения табака, в листьях которых 
содержится в десятки раз меньше никотина, чем обычно. Полагают, 
что курение сигарет из такого табака будет менее вредным. 
Растения, используемые в качестве «биореакторов», превосхо-
дят микроорганизмы по многим параметрам: их культивирование об-
ходится более дешево, легче экспрессируются эукариотические гены, 
белки более стабильны и др. Получены продуценты следующих важ-
ных терапевтических средств: 
– эритропоэтина (для лечения анемии) – табак; 
– энкефалинов (для помощи при передозировке наркотиков) – 
арабидопсис; 
– сывороточного альбумина (для лечения цирроза печени, ожогов, 
травм) – табак; 
– α-, β-глобина (при кровопотерях) – табак; 
– эпидермального фактора роста (для заживления ран) – табак; 
– α-, β-интерферона (для лечения гепатитов А и В) – рис, репа; 
– соматотропина (при отставании в росте) – табак; 
– лактоферрина (при бактериальных инфекциях) – картофель. 
Съедобные вакцины. Получение таких вакцин – новый подход 
для создания мукозных (от лат. «слизистый», т. е. предназначенный 
для защиты слизистых оболочек) вакцин. Он состоит в получении 
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трансгенных растений, продуцирующих протективные антигенные 
белки инфекционных агентов. Важной их особенностью является де-
шевизна и безопасность (отсутствует возбудитель заболевания), про-
стота хранения и применения. 
В частности, созданы трансгенные растения табака, экспрес-
сирующие поверхностный антиген вируса гепатита В. Созданы 
трансгенные картофель, люпин и салат, продуцирующие антиген 
гепатита В. Таким же образом созданы съедобные вакцины против 
холеры (картофель), энтеротоксигенной кишечной палочки (табак, 
картофель, кукуруза), вируса папилломы человека (картофель), ви-





А – аденин; 
ADP – аденозиндифосфат; 
АК – аминокислота; 
AMP – аденозинмонофосфат; 
ATP – аденозинтрифосфат; 
С – цитозин; 
сАМР – циклический аденозинмонофосфат; 
САР – белок – активатор катаболизма; 
CDP – цитидиндифосфат; 
CMP – цитидинмонофосфат; 
CTP – цитидинтрифосфат; 
G – гуанин; 
GDP – гуанозиндифосфат; 
GMP – гуанозинмонофосфат; 
GTP – гуанозинтрифосфат; 
ori – сайт начала репликации (origin); 
Pol – ДНК-полимераза; 
S – единица Сведберга; 
Tn – транспозон; 
U – урацил; 
UDP – уридиндифосфат; 
UMP – уридинмонофосфат; 
UTP – уридинтрифосфат; 
АБ – антибиотик; 
ГИ – генетическая инженерия; 
гяРНК – гетерогенная ядерная РНК; 
ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота; 
кб – килобаза; 
мРНК – матричная РНК; 
мяРНК – малая ядерная РНК; 
ПЦР – полимеразная цепная реакция; 
РНК – рибонуклеиновая кислота; 
рРНК – рибосомная РНК; 
т. п. н. – тысяча пар нуклеотидов; 
тРНК – транспортная РНК; 
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